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Introduction générale

A Torigine, la nature est constituée d’étres végétaux qui permettent d’alimenter les
animaux et les hommes, mais a cété de cette fonction nutritionnelle, les plantes médicinales sont
utilisées pour guérir plusieurs maladies. Le pouvoir de guérison des plantes est connu depuis les

temps reculés.

Les propriétés thérapeutiques des plantes médicinales sont dues a la présence de centaines
métabolites secondaires. L’utilisation de ces derniers a contribué au développement et a la
découverte moderne des médicaments qui n’ont commencé qu’au 20°™ siécle, aube de 1°¢re de
chimiothérapie. Plus de 70% des médicaments ont une origine végétale et 25% d'entre eux
contiennent au moins une molécule active d'origine végétale. Parmi les métabolites secondaires,
les polyphénols sont largement présents dans le régne végétal. Ils ont suscité ces derniéres années

un grand intérét da a la reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes (Plaza et al., 2014).

Par ailleurs la technique LC-MS/MS permet I’identification des produits naturels. Cette
méthode plus sensible et facile & mettre en ceuvre, est utilisée dans de nombreux laboratoires de

phytochimie pour identifier des composés sans avoir a les isoler, particulierement les polyphénols.

En plus des polyphénols, les cardénolides sont largement représentés dans plus 200 espéces
appartenant a 55 genres et 12 familles. Ils sont connus depuis de nombreuses années, notamment
grace aux digitaliques. Ces composés ont longtemps fait partie de I’arsenal thérapeutique des
medecins pour traiter les maladies cardiaques. L’utilisation des digitaliques a débuté par la
découverte des vertus thérapeutiques des plantes a hétérosides comme la digitale. Le cardénolide
le plus connu est la digitaline, actuellement appelée digitoxine. 1l est trouvé dans les graines, les
feuilles et les fleurs de la digitale pourpre (Digitalis purpurea) (Bruneton, 2009).

Depuis la fin du dix-huitieme siecle, la digitaline a été utilisée pour ses proprietés
thérapeutiques dans le traitement de maladies cardio-vasculaires comme 1’athérosclérose
(Hopkins, 1995).

La flore algérienne compte plus de 3 000 espéces réparties dans pres de 150 familles parmi
lesquelles prés de 653 especes sont endémiques. Ce potentiel floristique constitué d’espéces
présentant divers intéréts, est trés peu exploré du point de vue chimigque et pharmacologique
(Quezel et Santa, 1963).



Introduction générale

Le présent travail est une contribution dans la valorisation de la flore algérienne, par la

recherche de nouveaux métabolites secondaire a intérét thérapeutique.

Le choix des plantes est basé essentiellement sur I’endémisme et 1’utilisation éventuelle en
médecine traditionnelle en vue d’une investigation phytochimique et biologique. Pour cela nous
nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et biologique de deux plantes algériennes

appartenant a la famille des Amaranthaceae : Salsola tetragona et Traganum nudatum.

Le manuscrit comprend trois parties :

e La premiere partie est une revue bibliographique divisée en quatre chapitres :
Le premier chapitre est consacré a une recherche bibliographique, comportant les connaissances
botaniques, phytochimiques et I’utilisation thérapeutique de la famille des Amaranthaceae et des
genres Salsola et Traganum.
Le deuxiéme chapitre présente un apercu bibliographigue sur les cardénolides.
Le troisieme chapitre comprend des généralités sur les activités antioxydante, antibactérienne et
antisolaire.
Le quatriéme chapitre est consacré a des généralités sur la méthode LC-MS/MS.

e Ladeuxieme partie est divisée en deux chapitres :
Le premier chapitre decrit le matériel et les méthodes d’extraction et de purification des
métabolites secondaires des deux plantes (Salsola tetragona et Traganum nudatum).
Le deuxiéme chapitre décrit les méthodes d’évaluation des activités antioxydante, antibactérienne
et antisolaire.

e Latroisieme partie est divisée en trois chapitres :
Le premier chapitre présente la détermination structurale des produits isolés de deux plante
(Salsola tetragona et Traganum nudatum).
Le deuxiéme chapitre comprend la discussion des résultats obtenus par LC-MS/MS de I’extrait
hydrométhanolique de Traganum nudatum.
Le troisieme chapitre présente la discussion des résultats des activites biologiques effectuées.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale.
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Chapitre 1 Apercu bibliographique sur les Amaranthaceae

1. Généralités sur les Amaranthaceae

1.1. Introduction

La famille des Amaranthaceae (ex- Chenopodiaceae) est une famille de plantes
dicotylédones comprenant pres de 2500 espéces reparties en 180 genres (Miller et al., 2005). Parmi
les principaux genres, on peut citer Atriplex (300 espéces), Gomphrena (120 espéces), Salsola (120
espéces), Suaeda (100 especes), Chenopodium (100 espéces), Alteranthera (100 especes), Ptilotus

(100 especes), Amaranthus (60 especes) (Botineau, 2010).

1.2. Description botanique

Les Amaranthaceae sont des plantes herbacées, arbustes, succulentes ou grimpantes. Les
feuilles sont alternes ou opposées, simple, entiéres ou ondulées, parfois dentées-serrées ou lobées, a
nervation pennée (nervures souvent peu visibles). Elles n‘ont pas de stipules. Les inflorescences sont
déterminées, terminales et axillaires. Les bractées sont herbacées ou scarieuses. Les fleurs sont
actinomorphes, hermaphrodites ou unisexuées (Figure 1). Elles possedent 5 tépales (libres ou
soudes) et 3-5 étamines (opposées aux tépales a anthéres 2 ou seulement a 1 loge et a filets libres ou
Iégerement a fortement soudés). Les grains de pollen sont 7 a polyporés, a pores répartis sur toute la
surface du grain. Les carpelles sont 2 ou 3, soudés. L’ovaire est supére, a placentation basale. Le
fruit est un akéne, un utricule ou une pyxide, associé au périanthe et/ou aux bractéales persistants,
charnus ou secs (Walter et al., 2002) (Figure 2).

Figure 1 : (a gauche) Espece Chenopodium album L, (a droite) Fleur actinomorphe de
Chenopodium album L.
(https://www.google.dz/search?g=Chenopodium-+album)



https://fr.wikipedia.org/wiki/Bract%C3%A9e
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Figure 2 : Coupe schématique d’une fleur d’ Amaranthaceae

(https://www.google.dz/search Coupe schématique d’une fleur d’ Amaranthaceae)

1.3. Répartition géographique des Amaranthaceae

Les Amaranthaceae sont distribuée dans les régions tropicales, subtropicales et tempérées
mais surtout en Ameérique et en Afrique. Beaucoup d’entre elles se trouvent dans les steppes, les
déserts et dans les cotes marines. Elles sont des halophytes ou rudérales nitrophiles (Figure 3)
(Botineau, 2010).

Figure 3 : Répartition géographique des espéces de la famille des Amaranthaceae.

(http://www.plantes-botanique.org/famille amaranthaceae)

1.4. Classification

La famille des Amaranthaceae est divisée en dix sous-familles selon la classification
phylogénétique APG IIl. Elle comprend pres de 2500 especes réparties en 180 genres (Tableau 1)
(Mdiller et al., 2005).


https://www.google.dz/search
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89tamine
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Tableau 1 : Classification sous familiale phylogénétique des Amaranthaceae.

Sous famille Nogr:rk:rr:sde y.g;gggg: Distribution
Amaranthoideae 57 330 Ameérique tropicale, Sud de I'Afrique, Australie.
Gomphrenoideae 19 300-400 | Amérique du Sud, Mexique, Amérique centrale

Betoideaes 5 13-20 F,IAJ\;?EZ Ses :Jg)uoelsjte sttldu Sud, Méditerranée et de
Camphorosmoideae 20 179 Australie, Afrique du Nord, Amérique du Nord
Chenopodioideae 27 1400 Asie, Europe, Amérique du Nord
Corispermoideae 3 73 Dans le monde entier
Polycnemoideae 4 13 Asie centrale et moyen-Orient, Europe centrale,
Afrique du Nord et du Sud, Amérique, Australie
Salsoloideae 11 107 Dans le monde entier
Asie centrale et moyen-Orient, Méditerranée,
Salicornioideae 35 317 Europe centrale, Afrique du Nord et du Sud,
Ameérique, Australie
Suaedoideae 2 85 Régions seches et arides

1.5. Utilisation des Amaranthaceae

e Espéces médicinales
En Allemagne, Kochia scoparia Shard est utilisée comme carminatif, diurétique, dépuratif et
antirhumatismal (Baillon, 1988). Ses fruits sont utilisés en médecine traditionnelle chinoise pour
traiter les prurit, I'eczéma, la rubéole, la dysurie, l'urticaire et d’autres maladies (Dai et al., 2002).
L’espéce Chenopodium ambrosioide est utilisee en médecine traditionnelle comme
antispasmodique, diaphorétique, stomachique, antirhumatismal (Ragbau, 1973), vermifuge et
anthelminthique (Adjanohoun et al., 1985, 1989; Kerharo et al., 1974; Lavergne et al., 1989). Elle
est aussi utilisée sous forme de bains contre la gale. Ses feuilles sont utilisées pour traiter les abces,

I'épilepsie, les vomissements (Adjanohoun et al., 1986), les dermatoses cutanées et les névralgies
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intercostales (Adjanohoun et al., 1998; 1989). L'essence de cette plante est utilisée contre les
ankylostomes et les ascaris (Ragbau, 1973). Au Chili, I’espéce Chenopodium ambrosioide est
employée comme stimulant et emménagogue (Holmes, 1898). Au Mexique, elle est utilisée contre
I’hémoptysie (Virey, 1815).

La célosie (Celosia argentea L.) est conseillée contre les troubles gastro-intestinaux
(Ragbau, 1973), la jaunisse et la fiévre. Elle est utilisée pour traiter les plaies. Ses feuilles sont
utilisées pour traiter les inflammations, la fiévre et les démangeaisons (Kirtikar, 1935).

Les graines de 1’Anabasis tamariscifolia possédent des propriétés anthelmintiques (Baillon,
1988).

La Basella rubra L. est préconisé en Chine comme remede contre la dysenterie (Jahresb et
al., 1878).

Au Nigéria, Gomphrena celosioides est utilisée pour le traitement de diverses affections de
la peau (Onocha et al, 2005). Elle a également des propriétés analgésiques, toniques, carminatives et
diuréetiques. (Gessler et al., 1994). Au Bénin, cette plante est utilisée dans le traitement des ictéres,
du paludisme, des dysménorrhées et des maladies hépatiques (Adjanohoun et al., 1989; Sangare et
al., 2012).

La plante Achyranthes aspera Linn. (Chirchira) est utilisée en médecine traditionnelle
indienne comme laxatif, stomachique, carminatif. Elle est aussi utilisée pour traiter les
vomissements, la bronchite, les maladies cardiaques, 1’ascite, la dyspepsie, la dysenterie, les
maladies du sang et les douleurs abdominales (Dwivedi et al., 2008). Ses feuilles sont employées
pour soigner les ulcéres buccaux (Ragbau, 1973).

Amaranthus spinosus est réputée comme fébrifuge et sudorifique. Ses feuilles sont utilisées
dans le traitement des troubles du cycle menstruel, I'eczéma et la colique. Cette espéce est utilisée en
médecine traditionnelle Indienne comme laxatif, diurétique, stomachique et antipyrétique. Elle est
aussi utilisée pour traiter la bronchite, la lépre et la morsure de rat (Ayethan et al., 1996).

On emploie Fredolia aretioides comme antirhumatismal, diurétique, hypoglycémiant et
antidote des poisons (EI-Mansouri et al., 2011).

Alternanthera sessilis est utilisée pour traiter I'hépatite, la bronchite, I'asthme et d'autres
troubles pulmonaires. Ses feuilles sont utilisées comme reméde antihypertenseur (Acharya et al.,

2006). Elle est réputée comme fébrifuge, cholagogue et galactogogue (Hosamani et al., 2004).
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e Espéces alimentaires

Les Amaranthaceae ont une importance économique considérable, de nombreuses espéeces

¢tant utilisées dans ’alimentation. Citons par exemple Beta vulgaris L, Spinacia oleracea,

Alternanthera sessilis, Amaranthus cruentus, Amaranthus blitum, Chenopodium quiona,

Chenopodium album, Salicornia, Celosia trigyna L., Cilosia argentea et Digera muricata

(L.) Mart (Grubben et al., 2004).

e [Espéces ornementales

Certaines Amarnathaceae sont cultivées comme ornementales telles que : la queue de renard

(Amaranthus caudatus) et la Créte de coq (Celosia cristata) (Botineau, 2010).

1.6. Composition chimique des Amaranthaceae

La recherche bibliographique réalisée sur la famille des Amaranthaceae montre que la

majorité des études phytochimiques effectuées révéle sa richesse en composés phénoliques

(flavonoides, tanin, coumarines), alcaloides et triterpenes.

1.6.1. Flavonoides

Le tableau 2 résume les flavonoides isolés de quelques espéeces de la famille Amaranthaceae.

Tableau 2 : Flavonoides isolés de la famille Amaranthaceae.

Nom du composé Espéces Réf

Quercetine (1) Chenopodium murale El-sayed et
al, 1999

Quercetine-3-0O-(6"-caffeoyl)-sophoropyranoside (2) Bassia muricata Kamel et
al., 2010

Quercétine-3-0O-(6"-feruloyl)- sophoropyranoside (3)

Quercetine-4'-0O-p-D-galactopyranoside (4) Cornulaca monacantha | Fayez et al.,
2001

Kaempférol (5) Chenopodium murale El-sayed et
al., 1999

Kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranoside-7-O-4-D-

xylopyranosyl (1—2)-O-a-L-rhamnopyranoside (6)
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6-methoxykaempférol-3-O-4-D-gentiobiopyranoside
(16)

Spinaceétine-3-O-4-gentiobiopyranoside (17)

Gomphrenol-3-O-4-D-gentiobiopyranoside (18)

6,7-méthylenedioxy- 3,5,4' trihydroxyflavone 3-O-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2) (5-D-glucopyranosyl-(1—6)-4-
D-glucopyranoside (19)

Kaempférol-3,7-dirhamnopyranoside (7) Chenopodium murale Ahmed et
al., 2000
Kaempfeérol-3-O-4-D-glucopyranoside-7-O-o-L-
rhamnopyranoside (8)
Kaempfeérol-3-O-[4-p-D-apiofuranosyl]-a-L-
rhamnopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside (9)
Kaempférol-3-O-[4-4-D-xylopyranosyl]-o-L-
rhamnopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside (10)
Isorhamnétine 3-O-$-D-glucopyranoside (11) Climacoptera Balakyz et
obtusifolia al., 2012
Isorhamnétine 3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)- S-D-
glucopyranoside] (narcissine) (12)
Lutéoline-7-O-rhamnopyranoside (13) Cornulaca monacantha | Fayez et al.,
2001
Lutéoline-7-O-glucopyranoside (14)
Patuletine-3-O-$-gentiobiopyranoside (15) Chenopodium foliosum | Zlatina et
Asch al., 2011
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R1 R2 Rs Ra Rs Re
1 OH H OH H OH OH
5 6"-caffeoy|;_)D-{3(-3[|>éGlc(1—>2)- H OCHs OH OH H
3 6"-feru|oy;€)D-/i;Dl-CGlc(1—»2)- H OH OH OH H
4 OH H H oH | OFD |y

Gal

5 OH H OH H OH H
. O--L-Rha H O'ﬂ'D'ﬁféL:z)'o' H | OH | H
7 O-a-L-Rha H O-a-L-Rha H OH H
8 O-4-D-Glc H 0O-a-L-Rha H OH H
9 0-4-B-D-Api-Rha H O-o-L-Rha H OH H
10 O-4-4-D-Xyl-Rha H O-a-L-Rha H OH H
11 0-4-D-Glc H OH OCH3| OH H
12 | O-a-L-Rha-(1—6)-4-D-Glc H OH OCHs | OH H
13 H H O-a-L-Rha OH H H
14 H H 0-5-D-Glc OH H H
15 O-$-D-Glc(1—6)-4-D-Glc OCH3s OH OH OH H
16 | 0O-B-D-Gle(1—6)-4-D-Glc | OCH3 OH H OH H




Chapitre 1 Apercu bibliographique sur les Amaranthaceae

17 O-B-D-Glc(1—6)--D-Glc | OCH3 OH OCHs OH H
/
18 O-B-D-Glc(1—6)-B-D-Glc o\ H OH H
O-0-L-Rha-(1—2)-4-D-Glc- /
19 (1-6)--D-Glc o\ H OH H
Figure 4 : Structures des flavonoides isolés de la famille Amaranthaceae.
1.6.2. Tannins

Les monacanthine A et B (20, 21), le penta-O-galloyl-#-D-glucose (22) et le 1,2,3,6-tetra-
O-galloyl-p-D-glucose (23) sont les tannins les plus répandus dans I’espéce Cornulaca monacantha
(Amaranthaceae) (Figure 5) (Fayez et al., 2001).

R1= R2= R3= R4 Rs
20 0] 0]
OH OH
OH OH
OH
Ri= R2= Rs3 R4 Rs
21 (0] (0]
OH OH
H
OH OH
OH
Ri1= R2= R3=- R4=Rs
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22
OH
OH
OH
Ri= R2= R3=Rs R4
23 O
OH
H
OH
OH

1.6.3. Alcaloides

Figure 5 : Structures des tannins isolés de la famille Amaranthaceae.

Les alcaloides sont des composés qui proviennent des végétaux. La plupart possedent une

activité biologique importante. Ils sont utilisés contre diverses maladies telles que le paludisme et

le cancer.

Une étude phytochimique effectuée sur le genre Haloxylon articulatum (Amaranthaceae) a

permis d’isolé quatre alcaloides : Carnegine (24), N-méthylisosalsoline (25), Salsolidine (26), 2-
méthyle-1,2,3,4-tetrahydro-S-carboline (27) (El-Shazly et al., 2003).

R1 R2
24 CHs OCH3s
25 CHs OH
26 H OCHs
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H
N

27

Figure 6 : Structures des alcaloides isolés de la famille Amaranthaceae.

1.6.4. Saponosides

Les différentes especes de la famille Amarantaceae renferment aussi des saponosides en

particulier a squelette pentacyclique de type oléanane (Tableau 3).

Tableau 3 : Saponosides isolés de la famille Amaranthaceae.

Nom du composé Espéces Réf

Mi-saponine A(28) Bssia butyracea | Lietal., 1994

Butyroside C (29)

Butyroside D (30)

Madlongiside A(31) Bassia longifolia | Yoshikawa et al.,
2000

Madlongiside B (32)

Madlongiside C (33)

Madlongiside D (34)

Mi-saponine A (28)

Acide 3p-[(O-p-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L- Chenopodium Kuljanabhagavad
arabinopyranosyl) oxy]-23-oxo0-olean-12-en-28-oique quinoa Willd et al., 2008
S-D-glucopyranoside (35)

Acide 34-[(O-4-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-
arabinopyranosyl) oxy]-27-oxo0-olean-12-en-28-oique-f
-D-glucopyranoside (36)

Acide 3-O-a-L-arabinopyranosyl serjanique 28-O-f-D-
glucopyranosyl ester (37)

12
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Acide 3-O-$-D-glucuronopyranosyl serjanique 28-O-f-
D-glucopyranosyl ester (38)

Acide 3-O-$-D-glucopyranosyl-(1—2)-$-D-
glucopyranosyl-(1—3)-a-L-arabinopyranosyl serjanique
28-0-f-D-glucopyranosyl ester (39)

Acide 3-O-$-D-glucopyranosyl-(1—3)-o-L-
arabinopyranosyl serjanique 28-O-4-D-glucopyranosyl
ester (40)

Quinoside D (41)

Quinoa saponine 7 (42)

acide 3-O-4-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-
arabinopyranosyl oleanolique 28-O-4-D-glucopyranosyl
ester (43)

Chikusetsusaponine (44)

Quinoa saponine 4 (45)

Quinoa saponine 3 (46)

Quinoa saponine 5 (47)

Quinoa saponine 8 (48)

Acide 3-O-$-D-glucopyranosyl-(1—4)-O-4-D-
glucopyranosyl-(1—4)-O-p-D-glucopyranosyl
phytolaccagenique 28-O-f-D-glucopyranosyl ester (49)

Quinoa saponine 2 (50)

Hedera nepalensis saponine F (51)

Quinoa saponine 9 (52)

Quinoa saponine 1 (53)

Acide 3-O-$-D-glucopyranosyl-(1—3)-o-L-
arabinopyranosyl 34,23,30-trihydroxy olean-12-en-28-
oic 28-0O-p-D-glucopyranosyl ester (54)

Gypsogénine 3-O-[5-D-xylopyranosyl-(1—3)-$-D- Climacoptera Balakyz et al.,
glucopyranoside]-28-O-[4-D-glucopyranosyl]ester (55) | obtusifolia 2012

13



Chapitre 1 Apercu bibliographique sur les Amaranthaceae

Hédéragénine 3-O-[f-D-xylopyranosyl-(1—3)- -D-
glucopyranoside]-28-O-[5-D-glucopyranosyl]ester (56)

R1 R2 R3 R4 Rs Rs R7

28 | OH p-D-Glc CHOH | OH | CHs a-L-Rha(1—3)-B-D- CHs
Xyl(1—4)-a-L-
Rha(1—2)-a-L-Rra

29 | OH p-D-AGIc CHOH | OH | CHs a-L-Rha(1—3)-4-D- CHs
Xyl(1—4)-a-L-
Rha(1—2)-a-L-Ara

30 | OH B-D-AGIc CHOH | OH CHs S-D-Api(1—3)-p-D- CHs
Xyl(1—4)-a-L-
Rha(1—2)-a-L-Ara

31 | C=0 C=0 CH2OH | OH | CHa a-L-Ara CHs

32 H p-D-Glc CHOH | OH | CHs a-L-Ara CHs

33 | OH H CHOH | OH | CHs a-L-Ara CHzs

34 | OH H CHOH | OH | CHs a-L-Rha-a-L-Ara CHs

35 | H | pD-Gle(1—3)-a- | CHO | H | CHs B-D-Glc CHa
L-Ara

36 | H | p-D-Gle(1-3)-a- | CHs H | CHO B-D-Glc CHa
L-Ara

37 H a-L-Ara CHs H CHs p-D-Glc COOCH:s

38| H B-D-GIcA CHs H CHs B-D-Glc COOCH3

14
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39 H | p-D-Glc(1—-2)-4- CHs H CHs p-D-Glc COOCHs
D-Glc(1—3)-a-L-
Ara
40 H | p-D-Glc(1—3)-a- | CHs H CH3 p-D-Glc COOCHs
L-Ara
41 H | f-D-Xyl(1—3)-- CHs H CHs p-D-Glc CHs
D-GIcA
42 H | p-D-Glc(1—2)-4 CHs H CHs p-D-Glc CHs
-D-Glc(1—3)-a-
L-Ara
43 H | p-D-Glc(1—3)-a- CHs H CHs p-D-Glc CHs
L-Ara
44 H p -D-GIcA CHs H CHs p-D-Glc CHs
45 H | p-D-Glc(1—3)-a- | CH:OH | H CH3 p-D-Glc COO CHs
L-Ara
46 H a-L-Ara CHOH | H CH3 p-D-Glc COOCHs3
47 H | p-D-Glc(1—3)-4- | CH.OH | H CHs p-D-Glc COOCHs
D-Gal
48 H | p-D-Glc(1—2)-5- | CH.OH | H CHs p-D-Glc COOCHs
D-Glc(1—3)-a-L -
Ara
49 H | p-D-Glc(1—4)-5- | CH.OH | H CHs p-D-Glc COOCHs
D-Glc(1—4)-B-D-
Glc
50 H | p-D-Glc(1—3)-5- | CH.OH | H CH3 p-D-Glc CHs
D-Gal
51 H a-L-Ara CHOH | H CH3 S-D-Glc CHs
52 H S-D-GICA CHOH | H CHs p-D-Glc CHs
53 H | p-D-Glc(1—3)-a- | CH.OH | H CH3 S-D-Glc CHs
L-Ara
54 H | p-D-Glc(1—3)-a- | CH.OH | H CH3 S-D-Glc CH>0OH
L-Ara

15
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5| H B-D-Xyl-(1—3)- CHO H CHs B-D-Glc CHs
S-D-Glc

56 | H p-D-Xyl-(1—3)- | CH,OH | H CH3 B-D-Glc CHs
S-D-Glc

Figure 7 : Structures des saponosides isolés de la famille Amaranthaceae.

1.6.5. Divers composés

Des dérivés phénoliques ont été également identifiés a partir des espéces de la famille
Amarantaceae : Umbelliférone (57) (Amaranthus paniculatus), Acide 3,4-dihydroxy cinnamique
(58) (Halocnemum strobilaculatum) (Simon, 1999), N-trans-féruloyle 4'-O-méthyldopamine (59),
N-trans-féruloyle 3'-O-méthyldopamine (60), N-trans-féruloyle tyramine (61), N-trans-4-O-
méthylféruloyle 3',4'-O-diméthyldopamine (62), N-trans-4-O-Méthylcafféoyle 3-0-
méthyldopamine (63), N-trans-4-O-Méthylféruloyle 4'-O-méthyldopamine  (64) et N-trans-
féruloyle tryptamine (65) (Chenopodium album) (Francesca et al., 2003).
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R1
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R
4 N
H
Re Rs
R1 R2 R3 R4 Rs Rs
60 H OH OH OCHs3 OH H
61 H OH H OCHs OH H
62 OCHs OCHjs; H H OCHs OCHj3
63 OCHs OH H H OCHs3 OH
64 OH OCHjs; H H OCHs3 OCHj3
0]
NH
X N ~
H
HO
OCHs
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Figure 8 : Structures des divers composeés isolés de la famille Amaranthaceae.
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2. Apercu bibliographique sur le genre Salsola

2.1. Présentation du genre Salsola

Les soudes (Salsola) sont des plantes de la famille Amaranthaceae (ex- Chenopodiaceae ou
Salsolaceae). Elles se trouvent dans le long des rivages marins des pays tempérés. Le nom de

Salsola est dérivé du latin salsus, «salé», en référence a I’habitat (Blondeau et al., 2007).

2.2. Description botanique

Le genre Salsola, a été décrit par Linnaeus en 1753, il est classé dans la sous famille des

Salsoloideae et a la tribu des Salsoleae (Linné, 1753).

Les soudes sont des arbustes ou des plantes herbacées. Les feuilles sont opposées ou
alternes, planes ou cylindriques. Les fleurs sont axillaires ou terminales, verdatres, a un périanthe
persistant a 5 divisions ; a 5 étamines opposées aux divisions du périanthe, et a un style divisé en 2
ou 3 parties. (Loiseleur Deslongchanpa, 1815). Le fruit a péricarpe membraneux ou épais-
subcharnu. La graine est horizontale, rarement verticale, orbiculaire, exalbuminée, a tégument
membraneux, et possede un embryon de couleur vert, de forme spirale, plan ou conique, a radicule
centrifuge (Maire, 1962) (Figure 9).

Figure 9 : Salsola fruticosa (https://www.google.dz/search salsola fruticosa).

2.3. Répartition géographique

Les soudes sont repandues presque partout dans le monde et principalement en Asie, en

Europe et en Afrique (Delafosse et al., 1827).
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En Algérie, on peut trouver les especes suivantes : S. brevifolia Desf., S. cruciata Chevall., S.
foetida Del., S. kali L., S. longifolia Forsk., S. mollis Desf., S. oppositifolia Desf., S. pachoi Volk., S.
paletzkiana Litv., S. pruinosa Lange., S. richteri M., S. sieberi Presl., S. soda L., S. spinescens Moq.,
S. tetragona Del., S. tetrandra Forsk., S. vermiculata L. (Quezel et Santa, 1963).

2.4. Utilisations en médecine traditionnelle d*espéces Salsola

Salsola foelida (Del) permet de traiter 1’hypertension (EL Rhaffari et al., 2004), les
démangeaisons, les inflammations (Al-Saleh et al., 1993) et I’arythmie (EL Rhaffari et al., 2004).
Elle est aussi utilisée comme vermifuge, diurétique (Al-Saleh et al., 1993) et antioxydante (Ahmad
et al., 2008). L’extrait aqueux de cette espece est utilisé comme contraceptif oral en Namibie et en
Afrique du Sud (Swart et al., 2003).

Salsola longifolia et Salsola vermiculafa sont utilisées pour traiter les boutons, les maux
d'estomac, les gastrites, les vers intestinaux, les infections microbiennes. Elles sont également
utilisées dans les soins des cheveux (EL Rhaffari et al., 2004).

Salsola tetrandra est utilisée pour traiter les infections cutanées. Elle est également
utilisée pour soigner les plaies (Volpato et al., 2012).

Salsola rigida est employée pour traiter les vers intestinaux (Bahmani et al., 2010).

Salsola collina Pall est connue en médecine traditionnelle chinoise pour traiter
I’hypertension, les maux de téte, les vertiges (Jin et al., 2011), les maladies du foie et l'allergie
(Saratikov et al., 1990).

Le tableau 4 regroupe les propriétés thérapeutiques de différentes espéces du genre Salsola.

Tableau 4 : Propriétés thérapeutiques de quelques especes du genre Salsola.

Espéce Propriété thérapeutique Référence
S. collina Antifongique Jinetal., 2011
S. kali Antioxydante Aniss et al., 2014
S. baryosma Antioxydante Sharmaet al., 2014
Anticholinestérase Zaheer et al., 2008
Antispasmodique Ahmed et al., 2006
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S. oppositifolia Anticholinestérase Tundis et al., 2009

Antioxydante

Activité cytotoxique

S. soda Antioxydante

S. tragus Anticholinesterase

S. tetrandra Antibactérienne Oueslati et al., 2006
Antioxydante Beyaoui et al., 2012

S. rosmarinus Antimicrobienne Mahmoud et al., 1989

S. inermis Antioxydante Elsharabasy et al., 2013

Anti-inflammatoire
Antinociceptive

S. foetida Antioxydante Khan et al., 2003
Anti-tyrosinase

Anti-inflammatoire Al-Saleh et al., 1993

3. L'espece Salsola tetragona Del.

3.1. Description botanique

Cette plante est un arbrisseau de 20-40 cm de hauteur, tortueux, dont les rameaux sont
noueux, opposes cylindriques, un peu cotonneux. Les feuilles sont charnues, presque globuleuses,
opposees, sessiles. Le fruit consiste en une graine roulée verticalement en spirale, embrassée dans la
base du calice (Panckouckf, 1968). Les fleurs sont solitaires et sessiles a l'aisselle des feuilles entre
deux bractéoles (Figure 10). Le périanthe est constitué d’un calice a 5 sépales. La graine est
subglobuleuse déprimée, horizontale, a tégument membraneux, lisse, de 2,5 mm de diamétre,

albuminée, non constellée, a embryon vert, enroulé en escargot (Maire, 1962).
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Figure 10 : Espece Salsola tetragona Del.

(http://www.floramaroccana.fr/salsola-tetragona.html)

3.2. Place dans la systématique

Le classement de Salsola tetragona dans la systématique est comme suit:

(http://zipcodezoo.com/index.php/Salsola tetragona)

Regne Plantae
Embranchement Radiatopes
Sous embranchement Euphyllophytina

Sous classe Caryphyllidae
Ordre Caryophyllales
Famille Chénopodiacées
Genre Salsola
Espéece Salsola tetragona

3.3. Travaux antérieurs sur ’espéce Salsola tetragona

Jusqu'a présent, Salsola tetragona n’a fait 1’objet d’aucune étude phytochimique ni
biologique.

3.4. Utilisation en médecine traditionnelle

Au Maroc, le fruit et les feuilles de Salsola tetragona sont prescrits contre le diabéte
(Ghourri et al., 2013).
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4. Métabolites isolés du genre Salsola
Les flavonoides, les acides phénoliques, les triterpenes, les phytostérols et les saponosides sont

les principaux métabolites secondaires du genre Salsola (Munir et al., 2014).

e Flavonoides

Les flavonoides représentent un groupe trés important de métabolites secondaires des plantes. Ils
sont classés en divers familles qui incluent les flavones, les flavanones, les flavonols, les
anthocyanes, les chalcones et les aurones.

Les flavonoides sont présents dans tous les organes de la plante : les feuilles, les fleurs, les
racines, les tiges, les graines et 1’écorce (Lee et al, 1994). IlIs possedent différentes propriétés
biologiques :  antioxydante,  anti-inflammatoire,  antithrombotique,  antibactérienne,
antihépatotoxique, antitumorale, antihypertensive, antivirale et antiallergique (Andersson et al.,
1996).

Les flavonoides présents dans le genre Salsola sont essentiellement des flavonols des
isoflavones et des flavones. Le tableau 5 représente les dérivés des flavonoides isolés de quelques

especes du genre Salsola.

Tableau 5 : Flavonoides isolés du genre Salsola.

N° Flavonoide Espece Référence
66 | Isorhamnétine S. komarovii Leeetal., 2012;
S. collina Zaikov et al., 1992;
Syrchina et al., 1989 ; Jin
etal., 2011
67 | Isorhamnétine 3-O-4-D-glucopyranoside S. collina Xiang et al., 2007;

Syrchina et al., 1989

S. oppositifolia | Tundis et al., 2008

S. kali Tomas et al., 1985

S. macera Mnatsakanyan et al., 1981
S

. imbricata Osman et al., 2016

68 | Isorhamnétine 7-O-f-D-glucopyranoside S. collina Xiang et al., 2007
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69 | Isorhamnétine 3-O-4-D-rutinopyranoside S. oppositifolia | Tundis et al., 2008
S. Kali Tomas et al., 1985
70 | Isorhamnétine-3-O-4-D-glucuronyl S. imbricata Osman et al., 2016
(1"—4") glucuronide
71 | Isorhamnétine-3-O-4-D-diglucuronate
dimethyl ester
72 | Isorhamnetine-3-O-4-D-galactopyranoside
73 | Isorhamnétine 3-O-a-L-arabinopyranosyl- S. imbricata Osman et al., 2016
(1-6)-p-D-glucopyranoside
5 | Kaempférol S. baryosma Kaur et al., 2012
S. collina Zaikov et al., 1992
S. tetrandra Rasheed et al., 2013
S. dendroides | Melkumyan et al., 1969
S. stelulata
S. ruthnica
74 | Kaempférol 3-O-p-D-glucopyranoside S. komarovii Leeetal., 2012
1 | Quercétine S. baryosma Kaur et al., 2012
S. collina Zaikov et al., 1992
Jinetal., 2011
S. macera Mnatsakanyan et al., 1981
S. vermiculata | Rasheed et al., 2013
75 | Quercétine-3-O-$-D-glucopyranoside S. collina Zaikov et al., 1992
76 | Quercétine-3-O-p-D-rutinopyranoside S. collina Zaikov et al., 1992
Jinetal., 2011
77 | Tricine S. collina Syrchina et al., 1989;
Xiang et al., 2007;
Yunxue et al., 2005;
Jinetal., 2011
78 | Tricine 7-O-f-D-glucopyranoside S. collina Xiang et al., 2007
Yunxue et al., 2005
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Syrchina et al., 1989
Wang et al., 2011
Jinetal., 2011
79 | Tricine 4'-O-p-D-apiofuranoside S. collina Xiang et al., 2007
Syrchina et al., 1992
80 | Tricine 7-O-p-D-apiofuranoside (1—2)-4-D- | S. collina Xiang et al., 2009
glucopyranoside
81 | Erythro-4'-O-(f-guaiacylglyceryl) tricine S. collina Syrchina et al., 1992
82 | Threo-4'-O-(p-guaiacylglyceryl) tricine
83 | 5,3-dihydroxy-6,7,2'-trimethoxyisoflavone | S. somalensis | Abegaz et al., 1991
84 | 5,8,3-trihydroxy-7,2'-dimethoxyisoflavone
85 | 8,3'-dihydroxy-5,7,2'-trimethoxyisoflavone
86 | 5,6,3-trihydroxy-7,2'-dimethoxyisoflavone
87 | 6,7,3-trihydroxy-5,2'-dimethoxyisoflavone
88 | 5,8,3-trihydroxy-2'-methoxyi-6,7-
methylendioxyisoflavone
89 | 3'-hydroxy-5,6,7,2'-tetramethoxyisoflavone
90 | 7,3'-dihydroxy-5,6,2'-trimethoxyisoflavone
91 | 6,3'-dihydroxy-5,7,2'-trimethoxyisoflavone
92 | 5,3’-dihydroxy-7,8,2’-trimethoxyisoflavone | S. somalensis | Woldu et al., 1990
93 | 5,3’-dihydroxy-,2’-methoxy-6,7-
methylenedioxyisoflavone
94 | 5,3'-dihydroxy-6,7,8,2'
tetramethoxyisoflavone
95 | 5,2'-dihydroxy-5'-methoxy-6,7- S. tetrandra Beyaoui et al., 2012
methylenedioxy-isoflavone
96 | 5,2'-dihydroxy-6,7-methylenedioxy- S. collina Wang et al., 2011; Jin et
isoflavone al., 2011
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97 | Chrysoériol 7-O-$-D-glucopyranoside S. baryosma Ahmad et al., 2006

98 Salisoflavane S. imbricata Saleem et al., 2009

Ri1 R2 Rs R4 Rs
66 OH OH OCHs OH H
67 O-4-D-Glc OH OCH3 OH H
68 OH O-4-D-Glc OCHs OH H
69 O-p-D-Rut OH OCH3 OH H
70 | O-B-D-GIcA (1"—4")-O- OH OCHs OH H

B-D-GIcA
71 O-$-D-Glc methyl ester, OH OCHs OH H
(1"—4")-Glc methyl
ester

72 O-p-D-Gal OH OCHs OH H
73 O-a-L-Ara-(1—6)-Glc OH OCH3 OH H
74 O-f-D-Glc OH H OH H
75 O-p-D-Glc OH OH OH H
76 O-Rut OH OH OH H
77 H OH OCHB3 OH OCHB3
78 H O-p-D-Glc OCHz OH OCH3
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79 H OH OCHs O-Api OCHs
80 H 0-Api(1—2)Glc | OCH3 OH OCHs
81 H OH OCHs Erythro-4'-O-(p- H
guaiacylglyceryl
82 H OH OCHz Threo-4'-O-(B — H
guaiacylglyceryl
97 H O-Glc OCHs OH H
Ri1 R2 Rs Ra Rs
83 OH OH OCHz OCHz H
84 OH OH H OCHs OH
85 OH OCH3 H OCHs OH
86 OH OH OH OCHs H
87 OH OCH3 OH OH H
89 OH OCHs OCHs OCHs H
90 OH OCHs OCHs OH H
91 OH OCH3 OH OCHs H
92 OH OH H OCHs OCHs
94 OH OH OCHB3 OCHB3 OCHB3
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R1 R2 Rs R4 Rs
88 OH OH OCHs OH H
93 OH H OCHs OH H
95 OH H OH H OCHjs
96 OH H OH H H
OCHj
HO 0]
ol
H5CO OH
98

Figure 11 : Structures des flavonoides isolés du genre Salsola.

e Saponosides et triterpenes

Les saponosides sont des métabolites secondaires hétérosidiques a poids moléculaire élevé
qui comprend deux parties, la partie aglycone ou génine et la partie osidique. La génine est soit
triterpénique (C-30) soit stéroidique (C-27).

» Geénine triterpénique
Les saponosides a genine triterpénique sont tétracycliques (dammarane, cucurbitane,

lanostane) ou pentacycliques (oléanane, ursane, lupane, friedelane, hopane, holostane).
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» Geénine stéroidique
Les saponosides a geénine stéroidique sont des squelettes hexacyclique (spirostane) ou
pentacyclique (furostane).
Des études phytochimiques réalisées sur quatre especes du genre Salsola ont conduit a
I’isolement et I’identification de 9 saponosides (99-107) et 5 triterpénes (108-112) de type oléanane

a I’aide des analyses spectrales et des méthodes chimiques (Tableau 6).

Tableau 6 : Saponosides et triterpénes isolés du genre Salsola.

Composés Espece Référence

Acide 3-O-f-D-xylopyranosyl-(1—2)-O-4-D- S. imbricata Hamed et al., 2011
glucuronopyranosyl-akebonique 28-O-4-D-
glucopyranoside (99)

Acide 3-O-f-D-xylopyranosyl-(1—2)-O-4-D-
glucuronopyranosyl-29-hydroxyoleanolique
28-0-f-D-glucopyranoside (100)

Silphioside G (101)

Pseudoginsenoside RT1 (102)

Boussingoside A2 (103)

Acide oléanolique 28-O-$-D-glucopyranoside | S. micranthera Annaev et al., 1983,
3-O-[O-p-D-xylopyranosyl-(1—4)-p-D- 1984
glucuropyranoside] (104)

Hédéragénine 28-O-4-D-glucopyranoside 3-O-
[O-p-D-xylopyranosyl-(1—4)-4-D-
glucuropyranoside] (105)

Acide oléanolique 3-[O-$-D-xylopyranosyl-
(1—4)-O-f-D-glucopyranosyl(1—2)]-O-f-D-
glucuronopyranoside,28-O-4-D-
glucopyranoside (106)

Acide 3-O-[p-D-glucopyranosyl]oléanolique S. inermis Elsharabasy et al.,
(107) 2013

Oléan-12-en-3,28-diol (108)

Acide oléan-12-en-28-oique (109)
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Salsoline A (110) S. baryosma Zaheer et al., 2008

Salsoline B (111)

Acide 2a,3f,23,24-tetrahydroxyurs-12-en-28-

oique (112)
HOOC
HOH o
R
99 S-D-xyl
103 H
R,0
R1 R2 Rs R4 Rs Rs

100 | p-D-Xyl-(1—2)-4-D-GIcA CHs H H COO-p-D-Glc CH20H
101 B-D-GIcA CHs H H COO-p-D-Glc CHs
102 | p-D-Xyl-(1—2)-4-D-GIcA CHs H H COO-p-D-Glc CHs
104 | p-D-Xyl-(1—2)-5-D-GIcA CHs H H COO-p-D-Glc CHs
105 | B-D-Xyl-(1—2)-4-D-GIcA CH20H H H COO-p-D-Glc CHs
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106 | p-D-Xyl-(1—2)-3-D-Glc- CHs H | H | COO-4-D-Glc CHs
B-D-Glc

107 B-D-Glc CHs H | H COOH CHs

108 H CHs H | H CH.OH CHs

109 H CHs H | H COOH CHs

110 H CH.OH | H | OH COOH CH.OH

111 B-D-Glc CH,OH | OH | OH COOH CHs

112

Figure 12 : Structures des saponosides et triterpénes isolés du genre Salsola.
e Phytostérols

Le tableau 7 représente les stérols isolés de quelques especes du genre Salsola.

Tableau 7 : Stérols isolés du genre Salsola.

N° Sterol Espéce Référence
113 Cholestérol S. collina Maya et al., 1984
S. kali Wassel et al., 1979
S. longifolia
S. ridiga
S. tetrandra
114 Campestérol S. foetida Andhiwal et al., 1984
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S. collina Syrchina et al., 1989
Maya et al., 1984

115 B-sitostérol S. foetida Andhiwal et al., 1984
S. kali Wassel et al., 1979
S. longifolia
S. ridiga
S. tetrandra,
S. inermis Elsharabasy et al., 2013
S. collina Syrchina et al., 1989

Maya et al., 1984
Wang et al., 2011

116 Stigmastérol S. foetida Andhiwal et al., 1984
S. inermis Elsharabasy et al., 2013
S. collina Syrchina et al., 1989

Maya et al., 1984

117 24-ethylcholeast-5,24-dien-3-4-ol S. foetida Andhiwal et al., 1984
118 24-ethylcholestan-3-ol S. collina Syrchina et al., 1989
119 A>?4-stérol-stigmastérol S. collina Maya et al., 1984

120 Stigmasterol-3-$-O-D- S. inermis Elsharabasy et al., 2013

Glucopyranoside

121 Stigmastanol
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R
113 H
114 CHs
R
115 H
120 B-D-Glc
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R 119
118 oOH
121 BOH

Figure 13 : Structures des stérols isolés du genre Salsola.

e Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont largement répandus chez les végétaux. Ils dérivent de I’acide

benzoique ou de I’acide cinnamique.
» Les acides hydrobenzoiques

Ce sont des composés organiques aromatiques, constitués d'un cycle C1-C6 substitué par
un groupe carboxyle (COOH) et un groupe hydroxyle (OH). Ces hydroxyles phénoliques peuvent
étre méthylés (Macheix et al., 2005) (Tableau 8).

Tableau 8 : Principaux acides hydroxybenzoiques.

Ri1 R2 Rs R4
Acide benzoique (non
o H H H H R
phénolique) 2
. ) Rs Ry
Acide p-hydroxybenzoique H H OH H
Acide protocatéchique H OH OH H
Ry COOH
Acide vanillique H OCHs OH H
Acide gallique H OH OH OH
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Acide syringique H OCHs | OH | OCHs
Acide salicylique OH H H H
Acide gentisique OH H H OH

> Les acides hydroxycinnamiques

La structure de base des acides hydroxycinnamiques est C6-C3. Les principaux acides
hydroxycinnamiques sont présenté dans le tableau 9.

Tableau 9 : Principaux acides hydroxycinnamiques.

R1 R2 Rs
- i OH
Acide p-coumarique H OH H
. . Ry X
Acide cafeique OH OH H 0
Acide férulique OCHs OH H R;
Acide sinapique OCHs OH OCHs R3

Les acides phénoliques isolés du genre Salsola sont regroupés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Acides phénoliques isolés du genre Salsola.

N° Structure Espece Référence

S. kali L

Sokolowska-Krzaczek et al., 2009

122 | Acide protocatéchique

S. imbricata Shehab et al., 2014
123 | Acide gentisique S. kali L Sokolowska-Krzaczek et al., 2009

) S. collina Jinetal., 2011

124 | Acide p-hydroxybenzoique )

S. kali L Sokolowska-Krzaczek et al., 2009
125 | Acide syringique S. kali L Sokolowska-Krzaczek et al., 2009
126 | Acide vanillique S. collina Wang et al., 2011
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.kali L Sokolowska-Krzacze et al., 2009
. imbricata Shehab et al., 2014
. collina Wang et al., 2011
127 | Acide salicylique . imbricata Shehab et al., 2014
. collina Jinetal., 2011
128 | Acide a- résorcylique
Kkali L Sokolowska-Krzaczek et al., 2009
129 | Acide g-résorcylique
130 | Acide gallique . imbricata Shehab et al., 2014
131 | Acide anisique . collina Jinetal., 2011
.kali L Sokolowska-Krzaczek et al., 2009
132 | Acide caféique
. imbricata. Shehab et al., 2014
kali L Sokolowska-Krzaczek et al., 2009
) ) ) Xiang et al., 2007
133 | Acide p-coumarique . collina .
Jinetal., 2011
. imbricata Shehab et al., 2014
134 |Acidep- kali L Sokolowska-Krzaczek et al., 2009
Hydroxyphénylacétique
.kali L Sokolowska-Krzaczek et al., 2009
Acide férulique . collina Xiang et al., 2007
135
. subaphylla var Hillmann-Elies et al., 1953
. imbricata Shehab et al., 2014
136 | Acide chlorogénique
137 | Acide cinnamique . imbricata Shehab et al., 2014
138 | Acide rosmarinique
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COOH
Ry
Ry R,
Ra

Ri1 R2 Rs R4
122 H OH OH H
123 OH H H OH
124 H H OH H
125 H OCHs OH OCHs
126 H OCHs OH H
127 OH H H H
128 H OH H OH
129 OH H OH H
130 H OH OH OH
131 OCHs H H H

0]
A N o
R{
R1 R

132 OH OH
133 OH H
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135 OH OCHjs

137 H H

OH

COOH
134 136
)
HO N
HO
138

Figure 14 : Structures des acides phénoliques isolés du genre Salsola.
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5. Apercu bibliographique sur le genre Traganum

5.1. Description botanique

C’est un arbrisseau trés rameux a écorce blanche, & rameaux fortement villeux-laineux aux
noeuds, a feuilles alternes, sessiles, subcylindriques, charnues. Les fleurs sont axillaires, solitaires,
tres laineuses a la base, a cing étamines insérées sur un disque a peine marqué et antheres linéaires-
sagittées, aigués ; staminodes nuls ou + développés. L’ovaire est subglobuleux-déprimé, atténué en
un style épais, a 2 stigmates subulés, épais. La graine est horizontale, globuleuse-déprimeée, a
tégument un peu charnu, exalbuminée; embryon spiralé, subconique, gréle, a radicule centrifuge,

ascendante, un peu saillante (Maire, 1962).

5.2. Répartition géographique

Le genre Traganum est largement distribué en Afrique de I'Ouest et du Nord, des Tles

Canaries et du Moyen-Orient (www.plantlist.org).

6. L'espece Traganum nudatum Del.

6.1. Description botanique

Le Traganum nudatum (Amaranthaceae) est appelé aussi "Damrane”. C’est un
arbrisseau tres rameux, a rameaux intriqués, de 30 a 60 cm de hauteur. Les feuilles sont alternes,
glauques, charnues, glabres ou un peu papilleuses. Les fleurs sont de couleur blanche a 5 étamines
(Maire, 1962). L’ovaire est supere et globuleux. Le périanthe est constitué d’un calice a 2-3 sépales.
Le fruit est une noix ligneuse, cylindrique, avoide-tronquée (Figure 15). Cette noix renferme une

graine sphérique aplatie et roulée horizontalement en spirale (Panckouckf, 1968).

Figure 15 : Espece Traganum nudatun Del.

(http://www.floramaroccana.fr/traganum-nudatum.html)
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6.2. Répartition géographique

L’espéce Traganum nudatum est largement distribuée en Afriqgue du Nord et en Asie

occidentale (Figure 16) (http://www.floramaroccana.fr/traganum-nudatum.html).

Figure 16 : Répartition géographique de 1’espece Traganum nudatum (www.theplantlist.org).

6.3. Place dans la systématique

Le classement de Traganum nudatum dans la systématique est comme suit :

Regne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
classe Dicotylédone
Sous classe Apétales
Ordre Centrospermales
Famille Chénopodiacées
Genre Traganum
Espece Traganum nudatum
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6.4. Travaux antérieurs sur I’espéce Traganum nudatum

D’aprés la recherche bibliographique, aucune étude phytochimique (séparation et
identification) n’a été réalisée sur I’espéce T. nudatum, mais elle a fait 1’objet d’une étude
biologique (EI Abed et al., 2011).

6.5. Utilisation en médecine traditionnelle

Les feuilles de Traganum nudatum sont utilisée a Ouargla (Sahara septentrional - Est
algérien) pour soigner les plaies, le rhumatisme, la diarrhée, les dermatoses (Ouled El Hadj et al.,
2003). Elle est également utilisée pour fabriquer le tabac, le savon et le verre. En Algérie, cette
plante est utilisée pour traiter le diabéte et les diverses algies (Bouallala et al., 2014).

Au Maroc, Traganum nudatum est utilisé comme reméde contre les problémes gastriques,
les prurits et les boutons (Bellakhdar, 1997).
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1. Les cardénolides
1.1. Définition

Les cardénolides sont des hétérosides cardiotoniques dont la génine est caractérisée par un
squelette stéroidique tétracyclique portant un hydroxyle (OH) en C-3 et C-14 et un cycle lactonique
a, f-insaturé en C-17 orienté en S. La taille de ce cycle permet de distinguer deux groupes de genines:
les cardénolides (C23) et les bufadiénolides (C24) (Figure 17). Le groupement hydroxyle en C-3 peut
étre substitué par diverses unités osidiques (Bruneton, 1999).

Cardenolides Bufadiénolides

Figure 17 : Squelettes des cardénolides et des bufadiénolides.

1.2. Les sucres des cardénolides

Avant de présenter les cardénolides isolés des différentes familles, nous allons désigner les

sucres qui sont rencontrés dans ces cardénolides (Figure 18).
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OH OH OH S~
HO 0 HO i \ % . HO ©
HO \ HO
OH OH OH

HO
OH
D-glucose D-fucose L-arabinose L-rhamnose
OH _OH OH OH
o] o
o B XA \ \
H
HO N iy
OH OH OH
D-galactose D-xylose D-antiarose D-boivinose
OH
HO © 0
HO 0
o OH
OH
OH OH
OH OH
6-D-de0xy-L-tanse D-digitoxose D-allose D-allomethylose
s
w &\V 0
OCH, OCHjs OH
L-thevetose D-cymarose D-diginose L-acofriose
OH OH oH OH
o) 0 o) 0
H
W OHﬁ\V\ \ A\
OH OH
OCH3 OCHjs OH
D-digitalose D-oleandrose D-sarmentose D-gulose
OH
OH
HO O
0 o o HO 0
\ \ o |
HO N\
OH OCH
OH OH 3 HO
OH
D-gulomethylose D-javose D-gentiobioside

Figure 18 : Les différents sucres rencontrés dans les cardenolides
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1.3. Localisation et répartition dans le régne vegétal

Les cardénolides sont présents dans 13 familles déférentes et dans plus de 60 genres. Le

tableau 11 représente les cardénolides isolés des différentes familles.

Tableau 11 : Cardénolides isolés des différentes familles.

(-)-14-hydroxy-3-4-(3-O-methyl-6-
deoxy-a-L-rhamnosyl)-11a, 12 o -
epoxy-(5p, 14/,17H)-card-20 (22)-
enolide (159)
(-)-14-hydroxy-3-4-(3-O-methyl-6-
deoxy-a-L-glucopyranosyl)-11a, 12 o-

Famille Cardénolides Plante Référence
Apocynaceae Ouabaine (G-strophantine) (139) Acokanthera Bethwell et al.,

Acovenoside A-C (140-142) schimperi 2007

A. venenata

A. deflersii

A. longiflora

A. spectabilis
Echujine (143) Adenium Schmelzer et
Hongheloside G (144) boehmanianum | al., 2008
Hongheloside A (145) A. somalense
Hongheloside C (146) A. honghel

A. multiflorum
Cymarine (147) Apocynum Gerlach et al.,

camrabinum 1965
Cerbérine (148) Cerbera Laphookhieo
S-O-(2'-O-acetyl-I- thevetosyl) odollam etal., 2004
15(14—8)-abeo-54-(8R)-14-oxo-card-
20(22)-enolide (2'-O-acetoxy-
cerleaside A (149)
Cerleaside A (150)
17-a, nériifoline (151)
17-p, nériifoline (152)
Tanghinine (153) C. tanghin Yamauchi et
Deacétyltanghinin (154) C. mangus al., 1987a;
17-a, 17-p, Cerdollaside (155-156) 1987b; Chang
17-a, 17-p, Solanoside (157-158) et al., 2000;
17-a, 17-f, Nériifoline (151-152) Cheenpracha
Cerbérine (148) etal., 2004
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Apocynaceae

epoxy-(5p, 144, 17 H)-card -20(22)-
enolide (160)

Oléandrine (161)

Neriantine (162)
Neridiginoside (163)
Nerizoside (164)

Neritaloside (165)
Odoroside-H (166)
Cardeénolide B-1 (167)
Cardénolide B-2 (168)
Odoroside A (169)

Odoroside B (170)
3p-O-(p-D-diginosyl)-14,15¢-
dihydroxy-5a-card-20(22)-enolide (171)
Cardenolide N-1 (172)

Nerium
oleander
N. odorum
N. indicum

Yamauchi et
al., 1976;
1978; Begum
et al., 1999;
Bai et al.,
2010; 2011

Wang et al.,
2009

34,54,14-trihydroxyl-card-16,20(22)-
dienolide (173)
3-O-p-D-glucopyranosyl-54, 144-
dihydroxyl-card-16, 20(22)-dienolide
(174)

Digitogénine (175)
16-O-acetylgitoxigénine (176)
Periplogenine (177)
16-O-acetylperiplogenine (178)
Periplogenine digitoxoside (179)
Periplogenin-3-O-4-D-glucopyranoside
(180)
Periplogenin-3-O-4-D-glucopyranosyl-
(1—4)-O-f-D-digitoxopyranoside (181)
3-O-f-D-glucopyranosyl-
acovenosigenin A (182)
(17a)-H-periplogenin-3-O-4-D-
glucopyranosyl-(1—4)-2-O-acetyl-3-O-
methyl-p-fucopyranoside (183)

Streptocaulon
griffithii

Zhang et al.,
2006; 2007

Digitoxigenin-3-O-[O-f-D-
glucopyranosyl-(1—4)-2-O-acetyl- f-D
-digitalopyranoside] (184)
Periplogenin 3-O-[O-$-D-
glucopyranosyl-(1—4)-O-4-D-
glucopyranosyl-(1—4)-$-D-
cymaropyranoside (185)

Streptocaulon
tomentosum

Myint-Khine
et al., 2004
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la, 14/5-dihydroxy-54-card-20 (22)-
enolide 3-O-[O-$-D-glucopyranosyl-
(1—2)-p-D-digitalopyranoside] (186)
Acovenosigenine A- 3-O-[O-$-D-
glucopyranosyl-(1—4)-$-D-
digitalopyranoside] (187)
16-0O-acetyl-hydroxyperiplogenin 3-O-
S-D-digitoxopyranoside (188)
Digitoxigenin-3-O-[O--D-
glucopyranosyl-(1—6)-O-4-D-
glucopyranosyl-(1—4)-2-O-acetyl-f-D-
digitalopyranoside] (189)
16-0O-acetyl-hydroxyacovenosigenin
(190)

15, 3p, 14p -trihydroxy-54-card-16, 20
(22)-dienolide (191)

Acovenosigenin A 3-O-4-
digitoxopyranoside (192)
Digitoxigenin gentiobioside (193)
Digitoxigenin 3-O-[O-4-
glucopyranosyl-(1—6)-O-4-
glucopyranosyl-(1—4)-3-O-acetyl-4-
digitoxopyranoside] (194)
Digitoxigenin 3-O-[O-4-
glucopyranosyl-(1—6)-O-4-
glucopyranosyl-(1—4)-O-4-
digitalopyranosyl-(1—4)-4-
cymaropyranoside] (195)
Periplogenin 3-O-(4-O-4-
glucopyranosyl-g- digitalopyranoside)
(196)

Streptocaulon
juventas

Ueda et al.,
2003; Xue et
al., 2013 a,b

Ouabaine (G-strophantin) (139)
Cymarine (147)
Sarmentocymarine (197)
Periplocymarine (198)
K-strophantine (199)

Strophantus
gratus

S. kombe

S. hispidus

S. sarmentosus
S. eminii

Watt et al.,
1962

Boivinide A-F (200-204) S. boivinii Karkare et al.,
Boivinide C (205) 2007
Thévétine B (206) Thevetia Lang et al.,
Cerbeérine (148) neriifolia 1964; Some et
Peruvoside (207) al., 1981
Thévétine A (208)
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Apocynaceae Neriifoside (209) T. yecotli Siddiqui et al.,
Peruvoside (207) 1992
Urechitoxine (210) Urechitis Watt et al.,

suberecta 1962

Uzarigenine (211) Asclepias Warashina et
Xysmalogenine (212) curassavica al., 2008; Li et
Coroglaucigenine (213) al., 2000
Gofruside (214)

3-0-$-6'-O-(4"-hydroxy-E-cinnamoyl)-
desglucouzarine (215)
6'-O-sinapinoyl-desglucouzarine (216)
Calactine (217)

16a-acetoxycalactine (218)
Calotropine (219)
16a-acetoxycalotropine (220)
Asclepine (221)
16a-hydroxyasclepine (222)
16a-acetoxyasclepine (223)

Uscharine (224)
16a-hydroxyuscharine (225)
Uscharidine (226)
19-nor-16a-acetoxy-104-
hydroxyasclepine (227)

1243, 14p-dihydroxy-34,19-epoxy-3a-
methoxy-5a-card-20(22)-enolide (228)
12f-hydroxycalotropine (229)
12-hydroxycoroglaucigenine (230)
Calotropagenine (231)
Desglucouzarine (232)
6'-O-feruloyl-desglucouzarine (233)
Calotropine (219)

Uscharidine (226)

Asclepine (221)

Desglucosyrioside= Eriocarpine (234) A. eriocarpa Seiber et al.,
Labriformine (235) 1978
Frugoside (236) A.incarnate Warashina et
Gofruside (214) al., 2000
Labriformine (235) A. labriformis Fenwick et al.,
Eriocarpine =Desglucosyrioside (234) A. syriaca 1989
Syrioside (237)

Syriobioside (238)
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Gomphoside (239) A. tuberosa Watson et al.,
Afroside (240) 1956; Coombe
etal., 1964

3'spiro-linked thiazolidinone (241) A. fruticosa Fenwick et al.,

S-oxythiazolidinone (242) 1989

3'0-f4-D-Glucopyranosyl-delta 5-

calotropine (243) Cryptostegia Abe et al.,

Cryptograndoside A-B (244-245) grandiflora 2000

Oxyline (246) Oxystelma Srivastava et
esculentum al., 1991

3'0-p-D-glucopyranosylcalactin (247) Pergularia Hifnawy et al.,

12-dehydroxyghalakinoside (248) tomentosa 1990; Hamed

6" dehydroxyghalakinoside (249) et al., 2006;

Ghalakinoside (250) Babaamer et

Calactine (217) al., 2014

Pergulrotoside (251)

Uscharidine (226)

12-hydroxycalotropine (229)

6'-hydroxycalactine (252)

Periplocine (253) Periploca Spera et al.,
graeca 2007

Strophantidine (254) P. nigrescens Oliver-Bever

Strophantidol (255) P. forrestii etal., 2009; Li

Periforosides D-H (256-260) etal., 2012b

Periforgenine C (261)

Uzarine (262) Xysmalobium Singh et al.,

Xysmalorine (263) undulatum 2011

Urezine (264)

Uzaroside (265)

Ascleposide (266)

Uzarine (262) Gomphocarpus | Chernobai et

Uzarigenine (211) fruticosus al., 1971;

Gomphotine (267) Mutlib et al.,

Desglucouzarine (232) 1987

Gomphoside (239)
Afroside (240)
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Apocynaceae 154-hydroxycalotropine (268) G. sinaicus El-Askary et
154-hydroxy-7,8-dehydrocalotropine al., 1993
(269) )
Calotropine (219) Abdel-Azim et
5,6-dehydrocalotropine (270) al., 1998
3’epi-afroside (271)
14/3,17a-epoxy-5,6- dehydrocalotropine
(272)
154-hydroxycalotropine (268)
154-hydroxy-5,6 dehydrocalotropine
(273)
Coroglaucigenin-3-(6-deoxy-/-D-
allopyranoside)-19-acetate (274)
5,6-dehydrocalotropagenine (275)
16a-hydroxy-5,6-dehydrocalotropine
(276)
Calotropine (219) Calotropis Van
Calactine (217) procera Quaquebeke et
Uscharine (224) al., 2005;
2"Oxovoruscharine (277) Singh et al.,
Proceraside A (278) 2011; lbrahim
etal., 2014
Asclepine (221) Singh et al.,
1969; 1972
19-Nor- et 18,20-epoxy-cardenolides C. gigantea Lhinhatrakool
(279-280) et al., 2006;
Uscharine (224) Jacinto et al.,
2011
Asparagaceae Fugaxine (281) Urginea fugax Krenn et al.,
2004
Ornithogaline (282) Ornithogalum Komissarenko
magnum etal., 1971
Ornithosaponine A-D (283-286) O. thyrsoide Kuroda et al.,
2006
Convalloside (287) Convalaria Schenk et al.,
Convallatoxine (288) majalis 1980; Kopp et
Strophanthidin-3-O-6'deoxy-$-D- al., 1982

allosido-a-L-rhamnoside (289)
Strophanthidin-3-0-6"deoxy-f-D-
allosido-a-L-arabinoside (290)
Srophanthidin-3-O-a-L-rhamnosido-2'
S-D-glucoside (291)
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Asparagaceae

Cannogenol-3-0-6"deoxy-/-D-allosido-
S-D-glucoside (292)
Cannogenol-3-0-6"deoxy-f-D-
allosido-a-L-rhamnoside (293)
19-hydroxy-sarmentogenin-3-O-a-L-
rhamnoside (294)
Sarmentogenin-3-O-6'deoxy-S-D-
allosido-a-L-rhamnoside (295)
Sarmentogenin-3-O-6'deoxy-S-D-
guloside (296)
Cannogenol-3-O-a-L-rhamnoside (297)
Cannogenol-3-0-p-D-allomethyloside
(298)

Tupichinolide (299)

Tupistra
chinensis

Pan et al.,
2012

Asteraceae

3-0-p-D-fucopyranosylstrophanthidine
(300)

3-O-p-D-
quinovopyranosylperiplogenine (301)
3-O-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-o-L-
rhamnopyranosylcannogenine (302)

Saussurea stella

Wang et al.,
2007

Brassicaceae
(Cruciferes)

Cheiroside A (303)
Cheirotoxine (304)
Erysimoside (305)
Glucoerysimoside (306)
Erycanoside (307)

Erysimum cheiri
E. canescens

Singh et al.,
2011; Nover et
al., 1967

Cheiranthosides 1-V1I (308-314)
Erysimoside (305)
Cheiranthosides VI1I-X (315-317)

Erysimum
cheiranthoides

Huang et al.,
1993; Lei et
al., 1996; 2000

Strophanthidine (318)
Uzarigenine (211)

E. inconspicuum

Piatak et al.,
1985

Erysimine (319)
Erysimoside (305)

E. altaicum
E.
marschallianum

Desglucocheirotoxine (320)
Canesceine (321)

E. nuratensae

Gypsobioside (322)
Cuspidoside (323)

Syrenia
siliculosa

Maslennikova
etal., 1967

Corchoroside A (324)

Helveticoside (325)
Cellobiosyldigigulomethyloside (326)
Erysimoside (305)

E. diffusum
E. violascens
E. cuspidatum

Moon et al.,
2010
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Brassicaceae Cellobiosyldigigulomethyloside (326) Draba Makarevich et
nemorosa al., 1996
Cheiranthus
allioni
Celastraceae Euonymoside A (327) Euonymus Baek et al.,
hamiltonianus 1994

Acovenosigenine A 3-O-a-L-
ramnopyranoside (328)
Euonymoside A (327)
Euonymusoside A (329)

E. alatus

Kitanaka et al.,
1996

Digitoxigeninglucoside, Quinovoside, Elaeodendron Caoetal.,
Xyloside (330-332) sp. 2007; Butler et
Elaeodendrosides T-U (333-334) al., 2014;
Elaeodendrosides A-C (335-337) Osorio et al.,
F-G (338-339), K-L, P-S, (340-345) 2014
Securigenin-3-$-0-6-deoxyguloside Crossopetalum | Ankli et al.,
(346) gaumeri 2000
19-hydroxy-sarmentogenin-3-4-O-6-

deoxyguloside (347)

Sarmentogenin-3-4-O-[a-allosyl-

(1—4)-p-6-deoxy alloside] (348)

Securigenin-3-$-O-[a-allosyl-(1—4)-4-

6-deoxyalloside] (349)

Combretaceae 14,16 dianhydrogitoxigenin-3-4-D- Terminalia Yadava et al.,
xylopyranosyl (1—2)-O-4-D- arjuna _
galactopyranoside (350) 2000; 2001
16,17-dihydroneridienone 3-O-4-D-
glucopyranosyl-(1—6)-O-4-D-
galactopyranoside (351)

Cannogenol 3-O-$-D-galactopyranosyl- | Terminalia Yadava et al.,
(1—>4)-0-a-L-rhamnopyranoside (352) | bellerica 2001

Euphorbiaceae Coroglaucigenine (213) Mallotus Roberts et al.,
Coroglaucigenin-a-L-rhamnoside-a-L- | philippinensis 1963;
rhamnoside (353) Gangwar et al.,
Corotoxigenine (354) 2014
Corotoxigenin-L-rhamnoside (355)

Coroglaucigenin-L-rhamnoside (356)
Trewianine (357) Trewia Shilpi et al.,
Trewioside (358) nudiflora 2010

Fabaceae Corotoxigenine (354) Coronilla sp. Komissarenko

Frugoside (236) etal., 1969
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Fabaceae Glucocorotoxigenine (359) Tamarindus Yadava et al.,
Coronillobioside (360) indica 1999
Hyrcanoside (361)

Scorpioside (362)
Uzarigenine-3-O-$-D-xylopyranosyl
(1—2)-a-L-rhamnopyranoside (363)

Moraceae Antiarine a et S (364 -365) A. toxicaria Dai et al.,
Toxicarioside M (366) 2009a; 2009b;
Toxicarioside H (367) Shietal.,
Toxicarioside F-G (368-369) 2010; 2014 ;
Antiarosides J-X (370-384) Dong et al.,
Antiarosides A-1 (385-393) 2011; Levrier
Antiarotoxinin A (394) etal., 2012;
Antiaritoxiosides A-G (395-401) Liuetal.,
Antiarotoxinin B (402) 2013; Wu et
Periplogulcoside (403) al., 2014
Convallatoxine (288)

Convallatoxol (404)
Convalloside (287)
3-O-f-D-xylopyranosyl strophanthidine
(405)
Glucostrosphanthidine (406)
Strophanthidine (318) -

Jiang et al.,
Toxicarioside D (407) 2008

Dong et al.,
Toxicarioside J-L (408-410) 2011
Glucostrophalloside (411) Zhang et al.,
Strophalloside (412) 2015

Ranunculaceae Strophanthidin digitaloside (413) Adonis vernalis | Wichtl et al.,
Strophanthidin 6-deoxyguloside (414) 1977
Adonidine (415) A. aestivalis Singh et al.,
Cymarine (147) A. autumnalis 2011; Kopp et
Strophanthidin-3-O-p-D-digitoxosido-o- | A. flammea al., 1992;
L-cymarosido-f-glucoside (416) Kubo et al.,
Strophanthidin-3-O-4-D-digitoxosido-f- 2012

D-digoxoside-$-D-diginosido-4-D-
glucoside (417)

3p, 5a, 144, 17p-tetrahydroxycard-
20,22-enolide (418)
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Scrophulariaceae | Digitoxine (419) Digitalis Fujino et al.,
Gitoxine (420) purpurea 2015
Gitaline (421)

Digoxine (422)

Glucodigifucoside (423)
3'0-Acetylglucoevatromonoside (424)
Digitoxigenin 3-O-f-D-glucopyranosyl-
(1—4)-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-3-0O-
acetyl- p-D-digitoxopyranoside (425)
Purpureaglycoside A (426)

F-gitonine (427)

F-gitonine (427) D. lanata Fenwick et al.,
Digitonine (428) 1989
Lanatoside A-C (429-431)

Solanaceae 17-epi-11 a-hydroxy-6, 7- Nierembergia Gil et al., 1995
dehydrostrophanthidin-3-O-4- aristata

boivinopyranoside (432)

6, 7-dehydrostrophanthidin-3-O-p-
boivinopyranoside (433)

6,7- dehydrostrophanthidin-3-O-p-
oleandropyranoside (434)
Malvaceae Cannogenol 3-O-p-D-glucopyranosyl- C. olitorius Nakamura et
(1—4)-O-f-D-boivinopyranoside (435) al., 1998
Periplogenin 3-O-$-D-glucopyranosyl-
(1—4)-O-p-D-digitoxopyranoside (436)
Digitoxigenin 3-O-4-D-glucopyranosyl-
(1—6)-O-f-D-glucopyranosyl-(1—4)-
O-p-D-digitoxopyranoside (437)

Canarigenin 3-O-4-D-boivinoside (438) | C. trilocularis Rao et al.,

Corchoroside B (439) 1975

Reevesioside A-1 (440-448) Reevesia Chang et al.,

Epi-reevesiosides F-G (449-450) formosana 2013; Leu et
al., 2014
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R1 R2 Rs R~ Rs Ro
139 | OH | H a-L- Rha OH | CH,OH | OH H H H
OH | H 6-deoxy-3-O-methyl-a-L- H CHs H H H H
140 Tal
141 | OAc | H 6-deoxy-3-O-methyl-a-L- H CHs H H H H
Tal
142 | OH | H | p-D-Glc-(1—6)-Glc-(1—4) H CHs H H H H
6-deoxy-3-O-methyl-a-L-
Tal
143 | H H | g-D-Cym-(1—4)-5-D-Glc- | H CHs H H H H
(1—6)-8-D-Glc
144 | H H S-D-Cym H CHs H H H H
145 | H H S-D-Cym H CHs H H H OAcC
146 | H H B-D-Glc-(1—4)-f-D-Cym H CHs H H H OAcC
147 | H H S-D-Cym OH CHO H H H H
148 | H H 2-O-Ac-a-L-Thv H CHs H H H H
152 | H H a-L-Thv H CHs H H H H
158 | H H Me-a-L-Rha H CHs H H H H
161 | H H a-L-Ole H CHs H H H OAcC
163 | H H S-D-Dgn OH CHs H H H H
165 | H H 6-deoxy-3-O-Me-f-D-Gal H CHs H H OAc H
166 | H H S-D-Dgl H CHjs H H H H
169 | H H S-D-Dgn H CHs H H H H
172 | H H S-D-Sar H CHs H H H H
176 | H H OH H CHs H H H OAcC
177 | H H OH OH CHs H H H H
178 | H H OH OH CHs H H H OAcC
179 | H H S-D-Dgx OH CHs H H H H
180 | H H B-D-Glc OH CHjs H H H H
181 | H H | p-D-glc-(1—4)-O-B-D-Dgx | OH CHs H H H H
182 | OH | H B-D-Glc H CHjs H H H H
183 | H H | p-Glc-(1—4)-2-O-Ac-3-O- | OH CHs H H H H
Me-f-D-Fuc
184 | H H | p-D-Glc-(1—4)-2-O-Ac-p- H CHs H H H H
D-Dgx
185 | H H | p-D-Glc-(1—4)-O-4-D-Glc- | OH CHs H H H H
(1—4)-4-D-Cym
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186 | aOH | H B-D-Glc-(1—2)-4-D-Dgl H CHs H H H H
187 | OH | H S-D-Glc-(1—4)-f-D-Dgx H CHs H H H H
188 | H H S-D-Dgx OH CHs H H H OAcC
189 | H H | pg-D-Glc-(1—6)-0-5-D-Glc- | H CHs H H H H
(1—4)-2-O-Ac-f-D-Dgl
190 | OH | H OH H CHs H H H OAcC
192 | OH | H S-D-Dgx H CHs H H H H
193 | H H S-D-gentiobioside H CHs H H H H
194 | H H p-D-Glc-(1—6)-4-D-Glc- H CHs H H H H
(1—4)-3-O-Ac- -D-Dgx
195 | H H p-D-Glc-(1—6)-0-4-Glc- H CHs H H H H
(1—4)-0-p-Dgl-(1—4)-p-
Cym
196 | H H S-D-Glc-(1—4)-4-D-Dgl OH CHs H H H H
197 | H H S-D-Sar H CHs OH H H H
198 | H H S-D-Sar OH CHs H H H H
199 | H H B-D-Glc-(1—4)-p-D-Sar OH CHO H H H H
206 | H H | a-D-Glc-(1—6)-p-D-Glc- H CHs H H H H
(1>4)-a-L-Thv
207 | H H a-L-Thv H CHO H H H H
208 | H H | a-D-Glc-(1—6)-p-D-Glc- H CHO H H H H
(1—>4)-a-L-Thv
210 | H H S-D-Glc-(1—4)-a-L-Ole H CHs H H H OAcC
244 | H H p-D-Sar H CHs H H H OAc
245 | H H p-D-Ole-$-D-Glc-Sar H CHs H H H OAcC
253 | H H | p-D-Glc-(1—4)-5-D-Cym | OH CHs H H H H
254 | H H OH OH CHO H H H H
255 | H H OH OH | CH.OH H H H H
287 | H H | p-D-Glc-(1—4)-a-L-Rha | OH CHO H H H H
288 | H H a-L-Rha OH CHO H H H H
289 | H H 6'-deoxy-f-D-all-a-L-Rha | OH CHO H H H H
290 | H H 6'-deoxy-f-D-all-a-L-Ara OH CHO H H H H
291 | H H a-L-Rha-2'-$-D-Glc OH CHO H H H H
292 | H H | O-6'-deoxy-g-D-all-5-D-Glc | H CH20H H H H H
293 | H H 6'-deoxy-f-D-all-a-L-Rha H CH20H H H H H
294 | H H a-L-Rha H OH OH H H H
295 | H H 6'-deoxy-f-D-all-a-L-Rha H CHjs H H H H
296 | H H 6'-deoxy--D-Gu H CHs H H H H
297 | H H a-L-Rha H CH20OH H H H H
298 | H H S-D-allme H CH.OH H H H H
299 | H H S-L-Rha H CHs H H H OAc
300 H H S-D-Fuc OH CHO H H H H
301 | H H SB-D-qui OH CHjs H H H H
302 | H H B-D-Glc-(1—4)-a-L-Rha H CHO H H H H
304 | H H | p-D-Glc- (1—4) f-D-Gume | OH CHO H H H H
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35| H H | p-D-Glc- (1—4)-5-D-Dgx | OH CHO H H H H
306 | H H | p-D-Glc-(1—4)-5-D-Glc-p- | OH CHO H H H H
D-Dgx
307 | H H | p-D-Glc-(1—4)-2-deoxy-f- | OH CHO H H H H
D-Glc
308 | H H | p-D-Glc-(1—4)-p-D-Boi | OH CHO H H H OH
309 | H H a-L-Rha-(1—4)-8-Dgx OH CHO H H H OH
310 | H H | a-L-Rha-(1—4)-8-D-Dgx | OH CHO H H H H
311 | H H | a-L-rhm-(1—4)-3-O-Ac-p- | OH CHO H H H H
D-dgx
312 | H H B-D-Glc-(1—4)-p-L-rhm- OH CHO H H H H
(1—4)-3-O-Ac-4-D-dgx
313 | H H S-D-Glc-(1—4)-5-D-Fuc OH CHs H H H H
314 | H H B-D-Glc-(1—4)-B-D- OH CHs H H H H
antiarosyl
315 | H H B-D-Glc-(1—4)-B-D- OH CHO H H H H
antiarosyl
316 | H H B-D-Glc-(1—4)-5-D-Boi OH | COOH H H H H
317 | H H a-L-Rha-(1—4)--D-Dgx | OH | COOH H H H H
318 | H H OH OH CHO H H H H
319 | H H SB-D-Dgx OH CHO H H H H
320 | H H 6-deoxy-p-D-Glc OH CHO H H H H
321 | H H OH OH CHO OH H H H
322 | H H B-D-Xyl-(1—4)-B-D-Dgx OH CHO H H H OH
323 | H H a-L-Rha OH CHs OH H H H
324 | H H S-D-Boi OH CHO H H H H
325 | H H S-D-Dgx OH CHO H H H H
326 | H H | p-D-Glc-(1—4)-p-D-Glc- H CHs H H H
(1—4)-6-deoxy-f-D-Glc
327 | OH | H p-D-Glc-(1—-2) a-L-Rha H CHs H H H H
328 | OH | H a-L-Rha H CHs H H H H
329 | OH | H | B-D-Glc-(1—6)-4-D-Glc- H CHs H H H H
(1—>4)-a-L-Rhm
330| H H pB-D-Glc H CHs H H H H
331 | H H B-D-qui H CHs H H H H
332 | H H S-D-Xyl H CHs H H H H
347 | H H S-D-6-deoxy-Gu H OH OH H H H
348 | H H | p-D- All-(1—4)-5-6-deoxy- | H CHs OH H H H
All
352 | H H pB-D-Gal-(1—4)-a-L-Rha H CH:0H H H H H
362 | H H p-D-Glc OH CHO H H H H
364 | H H 6-Deoxy-f-D-Gu OH CHO H OH H H
365 | H H a-L-Rha OH CHO H OH H H
366 | H H a-L-Rha OH OH H H H H
367 | H H p-D-Jav OH OH H OH H H
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370 | H H p-4,6-dideoxy-p-D-All OH CHO H SOH H H
371 | H H a-L-Rha OH CHO H SOH H H
372 | H H a-0-6-deoxy-4-D-All OH CHO H SOH H H
373 | H H a-0-6-deoxy-$-D-Gu OH CHO H SOH H H
3714 | H H a-L-Rha OH CHO H aOH H H
375 | H H 6-deoxy-4-D-Gu H CHO H SOH H H
376 | H H 6-deoxy-S-D-All H CHO H SOH H H
377 | H H a-L-Rha H CHO H SOH H H
378 | H H p-OH OH | COOGIc | H H H H
379 | H H 6-deoxy-S-D-All OH | COOH H SOH H H
383 | H H 6-deoxy-f4-D-Gu OH CHO H H H H
384 | H H 6-deoxy-$-D-Gu H CH20H H SOH H H
385 | H H S-D-antiarosyl OH CHs H H H H
386 | H H S-D-Glc-(1—4)-a-L-Rha H CH20H H H H H
387 | H H a-0-a-L-Rha OH CHO H H H H
388 | H H a-0-a-L-Rha-(4—1)-4-D- | OH CHO H H H H
Glc
389 | H H a-L-Rha H COOH H H H H
390 | H H a-L-Rha H | COOGIc| H H H H
391 | H H a-L-Rha OH | COOH H OH H H
392 | H H S-D-antiarosyl OH | COOH H OH H H
393 | H H a-L-Rha OH H H H H H
395 | H H a-L-Rha OH | COOH H H H H
396 | H H S-D-Rha OH OH H H H H
397 | H H B-D-All OH OH H H H H
398 | H H a-L-Rha OH OH H OH H H
399 | H H S-D-antiarosyl OH OH H OH H H
400 | H H a-L-Rha H H H H H H
401 | H H S-D-Glc-(1—4)-4-D-Glc OH CHs H H H H
404 | H H a-L-Rha OH | CH.OH H H H H
405| H H S-D-Xyl OH CHO H H H H
406 | H H p-D-Glc OH CHO H H H H
407 | H H 6-deoxy-O-Me-$-D-Glc OH CHO H H H H
411 | H H | p-D-Glc-(1—4)-6-deoxy-p- | OH CHO H H H H
D-All
412 | H H 6-deoxy-p-D-All OH CHO H H H H
413 | H H S-D-Dgl OH CHO H H H H
414 | H H p-D-6-deoxy-Gu OH CHO H H H H
416 | H H | p-D-Dgx-a-L-Cym-p-D-Glc | OH CHO H H H H
417 | H H | p-D-Dgx-p-D-Dgx-f-D-Dgn- | OH CHO H H H H
p-D-Glc
419 | H H | p-D-Dgx -(1—4)-p-D-Dgx- H CHs H H H H
[-D-Dgx
420 | H H | p-D-Dgx-(1—4)-p-D-Dgx-- | H CHs H H H OH
D-Dgx
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421 | H H [-D-Dgx-(1—4)-p-D-Dgx H CHs H H H OCO
H
422 | H H | p-D-Dgx-(1—4)-45-D-Dgx-p- | H CHs H OH H H
D-Dgx
423 | H H S-D-Glc-(1—4)-4-D-Fuc H CHs H H H H
424 | H H | p-D-Glc-(1—4)- 3' O-Ac p- H CHs H H H H
D-Dgx
425 | H H p-D-Glc-(1—4)-4-D-Glc- H CHs H H H H
(1—4)-3-O-Ac-4-D-Dgx
426 | H H | f-D-Glc-(1—4)-4-D-Dgx- H CHs H H H H
(1—4)-p-D-Dgx-(1—4)-p-
D-Dgx

429 H [ H | p-DClc-(1-4)-0-4-D-3- | H [ CH:s [ H [ H [ H | H
O-Ac-Dgx]-(1—4)0-p-D-
Dgx-(1—4)-4-D-Dgx

430 | H H S-D-Glc-(1—4)-4-D-3-0O- H CHs H H H OH
Ac-Dgx-(1—4)-Dgx-
(1—4)-p-D-(1—4)-Dgx

431 H | H | g-D-Glc-(1—4)--D-3-0- | H CHs H | OH | H H
Ac-Dgx-(1—4)-Dgx-
(1—4)-4-D-(1—4)-Dgx

435 | H H p-D-Glc-(1—4)-4-D-Boi H CH:0H H H H H
436 | H H | p-D-Glc-(1—4)-O-4-D-Dgx | OH CHs H H H H
437 | H H p-D-Glc-(1—6)-4-D-Glc- H CHs H H H H
(1—4)-4-D-Dgx
440 | H H SN OH CHO H H H H
0
oV
441 | H H SN OH CHO H H H OAc
o
o0/
442 | H H 4,6-dideoxy-2-O-Me-p-D- | OH CHO H H H H
All
443 | H H 4,6-dideoxy-2-O-Me-p-b- | OH | COOH H H H H
All
444 | H H 4,6-dideoxy-2-O-Me-4-D- | OH OH H H H H
All
445 | H H 6-deoxy-2-O-Me-$-D-Glc H CHjs H H H H
449 | H H 6-deoxy-O-Me-g-D-All H CHjs H H H H
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R1 R> R3 R4 Rs Rs
170 H p-D-Dgn CHs H H H
171 H S-D-Dgn CHjs H H OH
200 H B-D-Glc-(1—4)-p-D-Dgl CHO H H H
201 H B-D-Glc-(1—4)-p-D-Sar CHO H H H
202 H B-D-Glc-(1—4)-p-D-Boi CHO H H H
203 H B-D-Glc-(1—4)-p-D-Boi COOH H H H
204 H p-D-Glc-(1—4)-2-0-Ac-$-D-Dgl CHO H H H
209 H a-L-Aco CHs H H H
211 H OH CHs H H H
213 H OH CH:0H H H H
214 H S-D-Allme CHO H H H
215 H 6'-O-(4"-hydroxy-E-cinnamoyl)-4-D- CHs H H H
Glc
216 H S-D-Glc-6'-O-Sinapinoyl CHs H H H
230 H OH CH.OH H OH H
231 OH OH CHO H H H
232 H B-D-Glc CHs H H H
233 H 6'-O-feruloyl-Glc CHs H H H
236 H S-D-Allme CH:0H H H H
262 H B-D-Glc (1—6)-4-D-Glc CHs H H H
264 H B-D-Glc (1—6)-5-D-Glc CHs H H H
265 H B-D-Glc-(1—2)-4-D CHs H H H
Glc-(1—2)-4-D-Glc
266 H S-D-Allme CHs H H H
274 H 6-deoxy-f-D-All CH20AC H H H
278 H 6'-deoxy-2'-O-Ac-p-D-All CHO H H H
303 H B-D-Glc-(1—4)-Fuc CHs H H H
353 H a-L-Rha-a-L-Rha CH:0H H H H
354 H OH CHO H H H
355 H a-L-Rha CHO H H H
356 H o-L-Rha CH.OH H H H
357 H a-L-Rha CH.OH OH H H
358 H B-D-Glc-(1—4)-a-L-Rha H CH,OH | OH H
359 H B-D-Glc CHO H H H
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360 S-D-Glc(1—4)-p-D-Glc CHO H
363 B-D-Xyl (1—2)-a-L-Rha CHjs H
R1 Re R7
217 CHO H H H S-OH H CHs
218 CHO H H a-OAC S-OH H CHs
219 CHO H H H a-OH H CHs
220 CHO H H a-OAC a-OH H CHs
221 CHO H H H a-OAC H CHs
222 CHO H H OH a-OAC H CHs
223 CHO H H OAc a-OAcC H CHs
226 CHO H H H =0 H CHs
227 OH H H a-OAC a-OAC H CHs
229 CHO p-OH H H a-OH H CHs
239 CHs H H H p-OH H CHs
240 CHs H | p-OH H S-OH H CHs
247 CHO H H H p-D-Glc H CHs
248 CH:0H H H H p-OH H CH20H
249 CH20H OH H H S-OH H CHs
250 CH20H OH H H S-OH H CH20H
251 CHO OH H H a-OH H CH20H
252 CHO H H H p-OH H CH20H
268 CHO p-OH H a-OH H CHs
271 CHs H |p-OH H a-OH H CHs
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149 p-D-2'-O-Ac-Thv H 151 a-L-Thv H CHs | H H

150 p-D-Thv H 155 | a-L-Thv H CHs | OH H

256 p-D-Glc-(1—4)- OH 157 | 3-Me-a- H CHs | H H
S-D-Dgx L-Rha

380 | a-L-Rha OH | CHO | H OH

381 | 6deoxyp-| OH | CHO | H | OH

D-All

382 | 6deoxyp-| OH | CHO | H OH
D-Gu

205 p-D-Glc- | a-H | CHs H H
(1—4)-Sar

R1 R2
153 p-D-2'-O-Ac-Thv H
154 o-L-Thv H

R1 R2 Rs3 R4
162 | H 5-D-Glc H | OH
164 | H $-D-Dgl H | H
173 | H OH OH| H
174 | H 5-D-Glc OH| H
RO 191 | OH OH H | H
R 351 | H |pDGlc-(1—6)AD-| H | H
159 -D-Me-6-deoxy-a-L-Rha Gal
160 S-D-Me-6-deoxy-a-L-Glc
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R:1 R4 Rs

156 o-L-Thv OH H
259 S-D-Cym OH H
260 B-D-Glc (1—4)-Cym OH CHs OH H
368 S-D-Glc OH CHO H OH
369 S-D-(2-O-Me)- Fuc OH CHO H H
403 S-D-Glc (1—4)-Glc OH CHs H H
408 S-D-Glc-(1—4)-6-deoxy-p-D-All OH CHs H OH
409 p-D-Glc OH CHs H OH
410 S-D-Glc-(1—4)-6-deoxy-S-D-All OH CHs H H

@) @)
(0] (0]
0 OH
RO R10 R,

R:1 R2

167 168 S-D-Dgn H

258 S-D-Glc-(1—4)-4-D-Dgx OH

261 OH
175 OH
427 | p-D-Gle (1—2)-B-D-Xyl-(1—3)- R1 R2 Rs
B-D-Glc-(1—4)-p-D-Gal 212 H OH CHjs
428 | B-D-Glc-(1—-3) p-D- Gal-(1—2) | 263 H B-D-Glc (1—>2)-Glc | CHs
B-D-Xyl-(1-3) p-D-Glc-(1-—4) [ 275 OH OH CHO
p-D-Gal
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R
224 H
225 OH

234
237

246 | p-Cym-(1—4)-0O-p-Thv-(1—4)-O-
S-Cym-(1—4)-O-p-Dgx
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243 H H p-D-Glc
270 H H o-OH
273 S-OH H o-OH
276 H o-OH o-OH
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HQ,  OCH3
""““O/I,,.
e OH
O—"

R1 R2 R3 R4
282 H S-D-Glc CHs H
334 OH 4-deoxy-3-O-Me-a-L-erythro- CH3 C=0

pentopyranosyl

346 H f-D-6-deoxy-glc CHO H
349 H a-All-(1—4)-p-6-deoxy-All CHO H
361 H B-D-Glc-(1—4)-4-D-Xyl CHO H
438 H S-D-Boi CHs H
439 H a-L-Rha CHs H

64



Chapitre 2 Apercu bibliographique sur les cardénolides

Rs
283 H H H
284 S-D-Gume H H
285 S-D-Gume S-D-Xyl H
286 S-D-Gume S-D-Xyl Ac

RS O

R1 R> R3 Ra Rs
333 H H OAc OCH3s CHs
336 H H H a-OCHjs H
337 H H H B-OCHg H
338 H H OAc a-OCHjs H
339 H H OAcC S-OCHs H
342 aOH H = S-OCHj3 H
343 =0 OH H S-OCHj3 H
344 H H = a-OCH3s H
345 H OH H S-OCHj3 H
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340
341
on /M
HO
HO 0 o)
chm
OH
350 402
0] o OH
CH,
HO
415 418
R1 R2 R3 R C20
432 S-D-Boi OH p-H 446 CHO 20S
433 S-D-Boi H a-H 447 COOH 20R
434 B-D-Ole H o-H 448 OH 20S
450 CHO 20R

Figure 19 : Cardénolides isolés de différentes familles.
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1.4. Intéréts thérapeutiques des cardénolides

Les cardénolides sont des médicaments utilisés surtout pour traiter les maladies cardiaques.
La digoxine et la digitoxine sont des substances actives qui réduisent la fréquence cardiaque. Elles
sont indiquées dans le traitement de l'insuffisance cardiaque (Ahmed, 2008; Bruneton, 1999). Ces
cardénolides sont également diurétiques (Bruneton, 1999). En Russie et en Chine, depuis des années,
I'oléandrine et I'oleandrigénine isolées de Nerium oleander L. sont utilisées dans le traitement des
anomalies cardiaques (Hung, 1999). Les chercheurs ont également mené des études pharmacologiques
pour démontrer l'activité cardiotonique du péruvoside sur le cceur humain défaillant (Bhatia et al.,
1970; Imai et al., 1972). Le Tardigal, est parfois utilisé a la place de la digoxine car il a une demi-vie
plus longue que la digoxine et est éliminé par le foie, contrairement a la digoxine qui pourrait donc
étre utilisé chez les patients ayant une mauvaise fonction rénale (Martindale, 1993).
Beaucoup de cardénolides ont montré des activités anti-cancereuse (Babula et al., 2013; Li, 2012a;
Montano et al., 2014; Platz et al., 2011), antibactérienne, insecticide (Dinan et al., 2001), anti-
inflammatoire (Baggarwal et al., 2006) et cytotoxique (Kawamura et al., 1999; Mijatovic, 2006;
Lefranc et al., 2008; Barbosa et al., 2008). De plus, les cardénolides jouent un role dans le traitement
de diverses autres maladies telles que la fibrose kystique (Manna et al., 2006) et I'anti-VIH (Mekhail
et al., 2006; Singh et al., 2013).
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1. Introduction bibliographique a la spectrométrie de masse

La découverte de la spectrométrie de masse est liée aux expériences de Eugen Goldstein
en 1886. Il a réussi a obtenir des raies positives dans un tube & décharge électrique sous une
pression faible. En 1897, Thomson méne des études sur les décharges électriques en milieu
gazeux qui conduisent a la découverte de 1I’¢électron (Thomson, 1897). Thomson a construit le
premier spectrometre de masse (spectrographe parabolique) pour mesurer le rapport m/z. Il a
recu en 1906 le prix Nobel de physique « en reconnaissance des grands mérites de ses
recherches théoriques et expérimentales sur la conductivit¢ de 1’électricité des gaz »

(http://masse-spec.fr). Sous la direction du Thomson en 1919, Aston congoit un spectromeétre

de masse a re-focalisation en vitesse (Aston, 1919).
La spectrométrie de masse est une technique d’analyse permettant de déterminer les
masses moléculaires des composés analysés ainsi que leur identification et leur quantification.

Elle est basée sur la séparation et la détection d’ions formés dans une source d’ionisation

(Menet, 2011).

1.1. Appareillages de la spectrométrie de masse

Un spectrométre de masse est constitué d’une source, d’un analyseur et d’un détecteur.

1.1.1. La source d’ionisation

Elle consiste a vaporiser et ioniser les molécules contenues dans 1’échantillon. Plusieurs
méthodes d’ionisation sont disponibles et leur choix d’utilisation dépend des propriétés

physicochimiques des molécules a étudier et des résultats recherchés (Menet, 2011).

1.1.2. Les analyseurs

Ils séparent les ions formeés dans la source en fonction de leur rapport m/z. Il existe
également différents types d’analyseurs (Menet, 2011). Les critéres qui différencient ces
analyseurs sont : la résolution, 1’exactitude de la mesure du rapport masse sur charge, la
sensibilité, la gamme dynamique, la gamme de masse analysable et la vitesse d’analyse

(Aebersold et al., 2003).

1.1.3. Le détecteur

Il collecte les ions, quantifie leur intensité et amplifie le signal. Ensuite, un systeme

informatique permet le traitement des données et produit un spectre de masse qui permet de
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déterminer la masse moléculaire de la molécule analysee. 1l existe plusieurs types de détecteurs,

les plus utilisés sont les multiplicateurs d’électrons.

2. La chromatographie

Cette méthode a été inventée pour la premiéere fois en 1901 par le botaniste russe Mikhail
Tswett. Elle permet de séparer différents composés d’un mélange. Le principe est basé sur les

différences d’affinité des composés du mélange avec la phase stationnaire et la phase mobile.

2.1. Les méthodes chromatographiques

Les différentes méthodes chromatographiques sont :
— La chromatographie en phase gazeuse CPG
— La chromatographie en phase liquide CPL (CC, CCM, papier)
— La chromatographie liquide a haute performance HPLC

— La chromatographie en phase supercritique CPS

3. La LC-MS/MS

La LC-MS/MS correspond a 1’association de la chromatographie liquide (HPLC) et la
spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). Elle est couramment utilisée pour la séparation
(LC) et I’identification (MS) de trés nombreuses molécules chimiques dans des mélanges
complexes avec un haut degré de spécificité et une grande précision quantitative (Chousterman
etal., 2010).

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est constituée de deux analyseurs. Le premier
analyseur sépare les ions formés dans la source d’ionisation selon leurs rapports masse /charge
(m/z). Ces ions sont ensuite fragmentés. Les fragments résultants sont analysés dans un
deuxieme analyseur. Enfin, les ions sont détectés par un multiplicateur d’électrons.

Deux types d’analyseurs sont généralement utilisés pour la quantification : le triple quadripdle

ou le Q-trap a géométrie linéaire.

4. Identification des flavonoides par LC-MS/MS

4.1. Nomenclature
La figure 20 présente les fragments des aglycones des flavonoides obtenus par

spectrométrie de masse selon la nomenclature proposée par Ma et al (1997; 2000). Les notations
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LA et "B sont utilisées pour désigner les ions produits contenant les cycles, respectivement A

et B et les indices i, j concernent les liaisons qui ont été scindées.
1,4 B
OH

Figure 20 : Fragments des flavonoides selon la nomenclature de Ma et al (1997; 2000) en
mode négatif.

La figure 21 présente la fragmentation des flavonoides O-glycosylés selon la
nomenclature de Domon et Costello (1988) reprise par Cuyckens et Claeys (2004). Yo désigne

I’ion de la génine et Yn, I’ion de la génine possedant n monoglycosides.

CH,OH
o ”
oH ~\[-©:
I
OH
OH
y'd s OH )
B, B, 13 A/

Figure 21 : Fragments des flavonoides O-glycosylés (Cuyckens et Claeys, 2004).
4.2. Fragmentation des flavonoides

4.2.1. Fragmentation de la génine en mode positif

Les fragmentations entre les liaisons C-C 1/3, 0/2, 0/4 et 2/4 sur le cycle C sont les plus
utiles pour I'élucidation structurelle des génines (Figures 20, 21), provoquant la formation des
ions A" et B* (Ma et al., 1997). Le schéma de fragmentation dépend fortement de la classe
du flavonoide et de la substitution du cycle C. Wolfender et al (2000) ont étudié les voies de
fragmentation en mode positif des génines de flavones, flavonols, flavanones, flavanes et
flavanols (Figure 22). Le tableau 12 résume les fragments obtenus en mode positif pour les

différentes classes de flavonoides.
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Tableau 12 : lons fragments obtenus en mode positif pour les différentes classes de flavonoides (Wolfender et al., 2000).

Composés lons fragments
1,3A+ O,2A+ 1'3B+ O,ZB+ 0'2A+-CO 0'4B+ °’4B+-H20 1,3B+_2H 1,4B+_2H_CO 1,4B+_2H 1'3A+-CO 1’2A+-H20 1,ZB+_2H [M+H]+
Flavones
Apigénine 153 - 119 121 - 163 145 - - - - - - 271
Lutéoline 153 - 135 137 - 179 161 - - - - - - 287
Chrysoériol 153 - 149 - - - - - - - - - - 286
Flavonols
Quercétine 153 165 - 137 137 - - - - - - - 303
Kaempférol 153 165 - 165 121 - - 133 - - - - - 287
Myricétine 153 165 - 153 - - - 165 - - - - - 319
Isorhamnétine 153 165 - 153 - - - - - - - - - 317
Flavanones
Naringinine 153 - - - - - - - 119 147 - - - 153
6,8-dimethyl- 181 - - - - - - - - 131 - - - 285
pinocembrine
Flavanes
4’,5-Dihydroxy-3°,7- | 153 - - - - - - - - - 125 - - 153
dimethoxyflavane
4’-hydroxy-3",5,7- 167 - - - - - - - - - 139 - - 167
trimethoxyflavane
Flavanol
Catéchine 139 - - - - - - - - 165 - 151 123 139
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Ro>

OH
Rs
Rlo }01\7
O J
2 0.2p+
f B

LAA* +2H R4
HOAT=— OH

-CO
0,2A+_CO 0,2A+ @
R,0 N 1
4

/\i)t»O’ZB-'—
5[( 2 OR;

R4 ?[f
od | o 13+ OH O = %B*-2H
0.4g+ -H200,4B+_H20 Flavonols
Flavones
R1 R2 Rs R4 R1 R2 Rs R4
Apigénine H H Quercétine H H OH
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Figure 22. Voies de fragmentations caractéristiques en mode positif des flavones,
flavonols, flavanones, flavanes et flavanols selon Wolfender et al. (2000).
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4.2.2. Fragmentation de la génine en mode négatif

Le mode négatif est plus sensible pour I’analyse des flavonoides que le mode positif et
donne un schéma de fragmentation légérement différent apportant des informations nouvelles et
complémentaires (Cuyckens et al., 2004).

Comme en mode positif, la rupture du cycle C par les réactions de Rétro Diels-Alders méne aux
ions A" et "B, donnant des informations sur le nombre et le type de substituants présents sur les
cycles A et B (Cuyckens et al., 2004).

Fabre et al. (2001) ont étudié les fragmentations caractéristiques de flavones, flavanones et
flavonols (Figures 23,24). Le Tableau 13 résume les fragments obtenus en mode négatif pour les

différentes classes de flavonoides.
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Figure 23. Fragmentations proposées par Fabre et al (2001) pour 1’anion flavone (lutéoline).
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Figure 24. Fragmentations proposées par Fabre et al (2001) pour I’anion flavonol (quercétine).
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Tableau 13 : lons fragments observés en mode négatif pour les différentes classes de flavonoides
(Fabre et al., 2001).

lons Lutéoline | Apigénine | Genkwanine | Quercétine | Kaempférol | Eriodictyol | Naringenine
fragments
[M-H] 285 269 283 301 285 287 271
[M-H-CH3] - - 268 - - - -
[M-H-H,0] 267 - - - - - -
[M-H-COJ 257 241 - 273 257 - -
[M-H- 243 227 - 257 241 - -
C:H.07
[M-H-COy] 241 225 - - - - 227
[M-H-C30,] 217 201 - - - - -
[M-H-CO; - 213 - - 229 213 - -
CcoT
[M-H- 199 183 - - 199 - -
C2H,0-
CO.J
[M-H- 197 181 - - - - -
2CO]
[M-H-C50-- 175 159 - - - - -
CszO]'

LA 151 151 151 151 151
14B- + 2H - 149 - - - - -
LA - CO, - 107 - - - 107 107

13- 133 117 - - - 135 119

[M-H-2COJ - - - - 229 - 177
[M-H- B] - - - 193 177 - -

L2A - - - 179 - - -

12B- - - - 121 - - -
2A-CO- - - - 107 - - -

CO,

Yeqing et al. (2015) ont proposé la fragmentation de flavonol isorhamnétine par LC-

MS/MS en mode négatif, les ions fragments majoritaires sont les ions m/z 301, m/z 300, m/z 271,
m/z 272, m/z 256, m/z 244, m/z 228, m/z 151, m/z 107, m/z 63 (Figure 25).
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Figure 25. Fragmentations en mode négatif de I'isoramnétine selon Yeqing et al. (2015).
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1. Dosage des polyphénols totaux (réactif de Folin Ciocalteu)

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu
(Singleton et al., 1965). Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique qui est réduit, lors de 1’oxydation des phénols,
en un mélange d’oxydes bleux de tungstene et de molybdéne. La coloration bleue produite possede
une absorption maximale aux environs de 750 nm. Elle est proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans les extraits (Ribéreau-Gayon et al., 1968).

2. Activité antioxydante
2.1. Introduction

L’oxygene, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans I’organisme via la formation de radicaux libres et d’espéces réactives de
I’oxygene (ERO).

Parmi les ERO, on peut citer comme radical libre, I’anion superoxyde (O2™), le radical
hydroxyle (OH), le radical peroxyle (ROQ"), le radical alkoxyle (RO"), le radical hydroperoxyle
(HO") et le monoxyde d’azote (NO"). Comme non radical, on peut citer le peroxyde d’hydrogéne
(H20>), ’oxygene singulet (102), ’acide hypochloreux (HOCI), I’acide hypobromeux (HOBr),
I’ozone (O3), les peroxydes organiques (ROOH) et le peroxynitrate (Oo.NOO") (Diesen et al.,
2010).

2.2. Définition d’un antioxydant

Les antioxydants sont des molécules qui diminuent ou empéchent 1’oxydation de certaines
substances chimiques, limitant ainsi la production de radicaux libres, ces derniers pouvant abimer
les cellules s’ils se trouvent en excés dans le corps humain. (inovacure. com/wp content/uploads
[2013/02/Feuillet_Anti-Age_f_web.pdf).

2.3. Division des antioxydants

2.3.1. Antioxydants d’origine naturelle

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

flavonoides et les acides phénoliques (Figure 26) (Pelli et al., 2003).
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Figure 26 : Antioxydants naturels

2.3.2. Antioxydants de synthese

Le butylhydroxyanisole (BHA) (E 320) et le butylhydroxytoluene (BHT) (E 321) sont les
antioxydants synthétiques (Figure 27) les plus utilisés dans I'industrie agroalimentaire. Ces deux
additifs sont insolubles dans I'eau mais ont une bonne solubilité dans les milieux lipidiques. Ils
sont stables dans les conditions opératoires de la plupart des procédés industriels. A haute dose,

ils ont des effets cancérigénes sur I'estomac (Gordon, 1990).
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OH OH OH
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BHA (2 isomeres) BHT

Figure 27 : Antioxydants synthétiques

2.4. Méthodes de détermination de I’activité antioxydante

Plusieurs tests sont utilisés pour évaluer I’activité antioxydante d’un échantillon.
2.4.1. Test du 1,1-diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH)

Le composé chimique 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH) est un radical stable et
présente en solution une absorption spécifique a 517 nm qui confére une coloration violette foncée.
Cette couleur disparait lorsqu” il est réduit par un capteur de radicaux (Figure 28).

Les absorbances mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH', qui est

proportionnel au pouvoir antiradicalaire de 1’échantillon testé (Blois et al., 1958).

02N N—N L OzN N—

NO, NO,

NO, NO,
. Antioxydant
§ N

DPPH' DPPH

Figure 28 : Réduction du radical DPPH

2.4.2. Test de I’acide 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS)

Le radical cation de I’acide 2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS™)

est stable sous sa forme libre (Rice-Evans et al., 1994; 1995). Il est formé & partir de I’acide
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correspondant par oxydation en présence de persulfate de potassium (K2S20g) pour donner une
solution colorée en vert-bleu. La concentration de ce radical peut étre déterminée en mesurant
I’absorbance a la longueur d’onde appropriée. L’addition d’un antioxydant a une solution de ce

radical cation entraine sa réduction et une diminution de I’absorbance a 734 nm (Re et al., 1999).

2.4.3. Test de blanchissement du B-carotene

Cette méthode est basée sur la perte de la couleur du B-caroténe due a la réaction avec des
radicaux qui sont formés par 1’oxydation de 1’acide linoléique. La disparition de cette couleur est
suivie spectrophotometrigement & 470 nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait
neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le

blanchissement du B-caroténe (Tepe et al., 2006).

2.4.4. Test utilisant le pouvoir réducteur des ions cupriques (CUPRAC)

Le teste CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) a été décrit par Apak et al
(2004). Cette technique est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a réduire le Cu?*
complexé par la néocuproine (cuivre (I1)-néocuproine) en Cu*-Nc (cuivre (1)-néocuproine). Cette

réaction est quantifie spectrophotométriquement a une longueur d’onde de 450 nm (Figure 29).

+H*

Réactif CUPRAC Bleu clair Produit jaune orangé (A=450nm)

Figure 29 : Réaction de CUPRAC.
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3. Activité antibactérienne
3.1. Généralités sur les antibactériens

Une substance anti-bactérienne est une substance d'origine naturelle ou synthétique, ayant
la capacité d'arréter la multiplication des bactéries, mais également d'autres agents infectieux.
Certaines sont également capables de détruire les microbes. Elle est bactériostatique ou bactéricide

(http://www.vulgaris-medical.com/encyclopedie-medicale/antibiotigue-generalites).

Chague antibiotique a un spectre d'activité (limité ou large) qui correspond aux différentes
especes bactériennes susceptibles d'étre sensibles a son action.
(http://fr.wikipedia.org/wiki/Antibiotique).

3.2. Technique de diffusion en milieu gélosé (antibiogramme)

L'aromatogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé est une technique qualitative
permettant de déterminer la sensibilité des microorganismes vis-a-vis d'une substance réputée
antimicrobienne. Cette sensibilité est exprimée par I’apparition de zones d’inhibition autour des
disques.

La technique utilisée dans notre travail est la technigue NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standart, 1985).

3.3. Définition de la CMI (concentration minimale inhibitrice)

Le parameétre le plus souvent utilisé pour évaluer I’effet d’un antibiotique est la CMI
(concentration minimale inhibitrice). Elle correspond a la concentration minimale d’antibiotique
qui inhibe la croissance visible du germe en 24H (Burnichon et al., 2003).

Les CMI correspondent & des valeurs proches du pg/mL : plus la CMI est faible, plus
I’antibactérien est actif (Nicolas et al., 1998).

4. Activité photoprotectrice

4.1. Les rayons ultraviolets ou UV

Les rayons ultraviolets (UV) sont un rayonnement électromagnétique de méme nature que
la lumiére visible mais dont les longueurs d'onde sont infeérieures et donc non perceptibles par
I'oeil. (www.utc.fr/tthomass/Themes/Unites/unites/infos/UV/UV.pdf).

Les UV peuvent étre divisés en 3 bandes présentant différentes caractéristiques (Bédane et
al., 2007) :

- Les UVC ont des longueurs d’onde comprises entre 100 et 290 nm.
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- Les UVB ont des longueurs d’onde comprises entre 290 et 320 nm. lls représentent environ
1,5 % du rayonnement solaire total.

- Les UVA ont des longueurs d’onde comprises entre 320 et 400 nm.

4.2. Les rayons solaires

Au sol, nous recevons du soleil un rayonnement composé de 5% d'UV, 39% de
rayonnement visible et 56% d'infrarouge. Les UV ont subi une atténuation importante par
I'atmosphére avant d'arriver sur terre.
Les UVC sont filtrés par la couche d'ozone et n'atteignent pas la terre.
Les UVA et UVB atténués par I'atmosphere et les particules en suspension, frappent malgré
tout notre planete dans une proportion respective de 98% et 2%.

Le rayonnement UV augmente de 10% tous les 700 métres. A 1500 m d‘altitude, le
rayonnement est 20% plus intense gu'au niveau de la mer
(www.utc.fr/~tthomass/Themes/Unites/unites/infos/UV/UV .pdf).

4.3. Effets nocifs des UV sur I'organisme

Les UVC sont les plus dangereux pour I'organisme, heureusement ils n'arrivent pas sur
terre.

Les UVA sont les moins énergétiques mais ils sont plus nombreux et plus pénétrants. Ils
sont présents et dangereux tout au long de la journée. Leur pénétration profonde des tissus jusqu'au
derme détruit les fibres élastiques et le collagene, entrainant alors un relachement des tissus, une
perte de la fermeté de la peau et I’apparition de rides. Ils peuvent entrainer des modifications
génétiques au sein des cellules provoquant I’apparition de cancer cutané (carcinomes, mélanomes).
Leur dangerosité est aggravee par le fait qu'ils ne provoquent aucun désagrément ou sensation de
brdlure comme les coups de soleil (1000 fois moins que les rayons UVB) a moins que la durée
d'exposition soit trés importante.

Les UVA peuvent, parfois, déclencher des réactions de photosensibilisations
(accroissement des effets des UV) lors de la prise de certains médicaments.

Les UVB sont tres dangereux surtout entre 12 h et 16 h, car le soleil étant au zénith, ses
rayons sont trés peu réfractés par I'atmospheére. Ils sont arrétés par la couche cornée de I'épiderme
(40% seulement arrivant au derme) mais leur énergie provoque, en cas de surexposition, une
réaction inflammatoire aboutissant a des brdlures qui peuvent aller jusqu'au 3¢ degré. La brilure
de ler degré, c'est le "coup de soleil". Les rougeurs sont dues a la dilatation des vaisseaux sanguins.
Sa disparition s'accompagne d'une desquamation et d'une dépigmentation.
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L'exposition prolongée aux UVB provogue un amincissement de I'épiderme et des taches
sur les parties  découvertes comme les mains, bras et  visage
(www.utc.fr/~tthomass/Themes/Unites/unites/infos/UV/UV.pdf).

4.4. Photovieillissement

Le photovieillissement se définit comme étant le vieillissement provoqué par une
exposition chronique au rayonnement solaire.
Sur la peau exposee au soleil, 90 % du vieillissement est attribuable aux effets néfastes du soleil.
11 suffit de comparer la peau d’un endroit du corps rarement expose au soleil a celle du visage pour
constater une différence de teint, de couleur et de texture. Les signes de photovieillissement
apparaissent sur les parties visibles du corps, soit le visage, le cou et le dos des mains. Ce sont les

endroits de la peau qui recoivent le plus souvent une grande exposition au soleil. (Beylot, 2008).
4.5. Le facteur de protection solaire : FPS

4.5.1. Définition

Le FPS est un indice qui sert a déterminer 1’efficacité de la protection solaire, c'est-a-dire sa
capacité a protéger la peau contre les rayonnements UVB et UVA. Cet indice permet de classer les

produits de protection solaire en quatre catégories (Tableau 14).

Tableau 14 : Les différentes catégories de protection solaire.

Catégorie FPS
Faible protection 6
10

Moyenne protection 15
20

25

Haute protection 30
50

Trés haute protection +50
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4.5.2. Détermination des indices de protection solaire

L’efficacité des photoprotecteurs Vis a vis des effets a court terme des rayonnements UV
peut étre évaluée par mesures des indices de protection a 1’aide de méthodologies mises en ceuvre
in vitro et/ou in vivo. Les tests peuvent étre effectués in vivo ou in vitro bien que les méthodes in
vivo soient les méthodes actuelles de détermination des facteurs de protection solaires dans la

pratique.

4.5.2.1. Méthodologies in vitro de détermination du facteur de protection solaire (FPS)

Le FPS in vitro est déterminé selon la méthode spectrophotométrique de Mansur et al
(1986). Des dilutions hydroalcooliques des extraits ont été préparées et I'activité photoprotectrice
in vitro a été étudiée par spectrophotométrie UV dans I’intervalle de 290 a 320 nm. La valeur du

FPS a été calculée selon I'équation suivante :

320

SPF =CFx Y./

EE(A)x [(A)x Abs (1)

EE: Spectre des effets érythémateux.
I : Spectre d'intensité solaire.
Abs : Absorbance du produit solaire.

CF : Facteur de correction (= 10).
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1. Matériel végétal

Salsola tetragona a été récoltée en Mai 2009 a Ghardaia (Sud-Est Algérien) et Traganum
nudatum a été récoltée en Mai 2011 a Oued Souf. Elles ont été identifiées par le professeur Gérard De
Belair (Université d'Annaba). Aprés séchage dans un endroit sec et a I’abri des rayons solaires, les
parties aériennes ont été pulvérisées et pesées (1989 et 1000 g respectivement). Un voucher de chaque
plante a été déposé au laboratoire d’obtention de substances thérapeutiques (LOST St05/09 et LOST
Tn05/11 respectivement).

2. Matériel chromatographique

2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les CCM ont été réalisées sur des plaques d’aluminium recouvertes d’un gel de silice en phase
normale (Kieselgel 60 F2s4 Merck, 250 um) et en phase inverse (RP 18 Fasss, 200 um Merck). Aprés
élution de la plaque dans une phase mobile appropriée, les plaques sont observées sous lampe UV (a
254 et 365 nm).

Les plagues CCM ont été révélées par des révélateurs suivants :
e Acide sulfurique dilué¢ a 50% dans 1’eau.
e Anisaldéhyde sulfurique : 0,5 mg de méthoxybenzaldéhyde dissous dans 85 ml de méthanol
et 10 mL d’acide acétique, additionnée de 2% d’acide sulfurique.
e Vanilline sulfurique : 1 g de la vanilline, dissous dans 100 mL de 1’éthanol additionnée 2 mL

d’acide sulfurique.

2.2. Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

Les chromatographies sur colonne ouverte ont été effectuées a pression atmospherique sur gel
de silice normal (Kieselgel Merck 70-230 mesh). La taille et le diamétre de la colonne sont choisis en
fonction de la quantité d’échantillon a purifier. La quantité de gel de silice utilisée est généralement

30 fois supérieure a la quantité d’échantillon (extraits. fractions) a séparer.

2.3. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

La chromatographie liquide sous vide (VLC, vacuum liquid chromatography) est une

technique de fractionnement rapide et peu coliteuse. L’appareillage est constitué¢ d’un entonnoir

85



Chapitre 1 Matériel utilisé, Analyse LC-MS/MS, Extractions, Séparations et Purifications

cylindrique filtrant sur verre fritté n°4, relié a une pompe a vide. Le verre fritté contient la phase
stationnaire (silice a phase inverse ou silice normale). Avant de déposer 1I’échantillon, on conditionne
la phase stationnaire par lavage avec du méthanol pour la silice inverse ou avec d' hexane pour la silice
normale. Une fois la silice imbibée de méthanol ou d'hexane, 1’échantillon (liquide ou solide) est

déposé a la surface du gel de silice.

2.4. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

Les analyses CLHP ont été effectuées a I'aide d'une chaine chromatographique Dionex. Cette
chaine est constituée d’une pompe Ultimate 3000 et Shimadzu avec un dégazeur intégré, un injecteur
ASI-100, un détecteur UVD 340S et un four STH 585. L’ensemble est piloté par le logiciel
Chromeleon®.

Deux types de colonnes CLHP sont utilisés:

- Phenomenex Luna® Cis, 5, 100 A, 250x4,6 mm (pour CLHP analytique).

- Phenomenex Luna® Cis, 5y, 100 A, 250x15 mm (pour CLHP semi-préparative).

3. Appareils utilisés
3.1. Spectroscopie de RMN

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone (RMN *H et 13C)
ont été enregistrés a 500 et 125 MHz sur un appareil BRUKER AVANCE DRX-500 ou a 600
et 150 MHz sur un appareil BRUKER AVANCE DRX-600 équipé d’une cryoplateforme.
Les spectres ont été réalises dans différents solvants deutérés : CDCls, Acétone-ds, CD3OD et DMSO-
ds. Les déplacements chimiques (&) sont exprimés en partie par millions (ppm), par rapport au
tétraméthylsilane (TMS), utilisé comme référence interne. Les constantes de couplage (J) sont

exprimées en Hz.

3.2. Spectrophotométrie UV-Visible

Les spectres UV-visible des composés isolés sont enregistrés dans le MeOH sur un
spectrophotométre (NICOLET evolution 100).
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3.3. Spectrométrie de masse

Les spectres de masse des produits isolés sont enregistrés en mode positif et négatif sur un
spectrométre de masse Q-TOF2 (MANCHESTER, UK).

3.4. Analyses LC-MS/MS

Les analyses LC-ESI-MS/MS de I'extrait méthanolique de Traganum nudatum ont été
effectuées en utilisant I’instrument Shimadzu UHPLC couplé a un instrument MS en tandem.

Le systeme se compose d'un dégazeur (DGU-20A3R), d’une pompe binaire (LC-30AD), d'un
échantillonneur automatique (SIL-30AC) et d'un four a colonne (CTO-10ASvp).

La séparation chromatographique a été obtenue a l'aide d'une colonne Inertsil ODS-4 de phase
inversée C18 (150 mm X 4,6 mm, 3 pm).

La phase mobile est constituée du systeme de solvants A (H20 + 1% 5 mmoles / L de formiate
d'ammonium et 0,1% d'acide formique) et B (méthanol, 5 mmoles / L formiate d'ammonium et 0,1%
d'acide formique). Le gradient utilisé est de : t=0,00 min, 20% B; A t=3,00 min, 20% B; A t=3,01
min, 50% B; A t=8,99 min, 50% B; A t=9,01 min, 90% B; A t=11,99 min, 90% B; A t=12.00 min,
20% B; A t=14.99 min, 20% B.

Le débit du solvant a été maintenu a 0.5 mL/min, et le volume d'injection a été réglé a 10 pL.
L’acquisition des spectres de masse a ét¢ menée en mode négatif et positif avec pression du nébuliseur
a 3 L/min, débit du gaz de séchage de 15 L/min, température de l'interface a 350 ° C et température
de la ligne de déssolvatation (DL) a 250°C.

Les polyphénols a analyser ont été identifiés par comparaison des temps de rétention et des
masses de fragmentations obtenues avec ceux des standards.
La coumarine (>99%), I’hespéridine (95%), 1’acide p-coumarique (98%), I’acide caféique (98%),
I’acide chlorogénique (95%), I’acide rosmarinique (96%), 1’acide protocatéchique (97%), la vaniline
(99%), la quercétine (95%), la naringinine (95%), le kampférol (>97%), I’acide malique (95-100%),
la rutine (94%), la miricetine (>96%), 1’acide gallique (>99%), la fisétine (>98 %), 1’acide quinique
(98 %), la quercitrine (95%), I’acide 4-OH-benzoique (>99%), ’acide 0-coumarique, I’acide
vanillique, I’acide salisilique, 1’acide férulique, 1’acide cinnamique, I’acide sinapinique, I’apigétrine,
I’acide fumarique, le pyrocatéchol, I’acide syringique, la curicine, la liquiritigénine, I’isoquercitrine,

la roifoline et la nicotiflorine, ont été obtenus a partir de Sigma-Aldrich (Allemagne), I’hespérétine
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(297 %), I’apigénine >99%) et la lutéoline (>97%), ont été achetés chez R-Biopharm (Allai et al.,

2017). Ces composes ont été utilises comme standards.

3.5. Spectrométrie Infra-Rouge (IR)

Le spectre infra-rouge (IR) a été enregistré sur un spectrométre Perkin-Elmer IRTF (Infra

Rouge & Transformée de Fourier), les nombres d’ondes sont indiqués en cm™.

3.6. Lecteur de microplaques a 96 puits

L’absorbance a été mesurée a 1’aide d’un lecteur de microplaques a 96 puits (SpectraMax
340PC384,

3.7. Polarimétrie

Le pouvoir rotatoire est mesuré sur un polarimetre Perkin ElImer Model 241, a la longueur
d’onde de la raie D du sodium (589 nm), a la température de 20°C.
Le pouvoir rotatoire spécifique est calculé a partir de la formule suivante :

r_ 9
ldp =1¢

C : concentration du produit en g/100 mL.
| : longueur de la cuve de mesure.
a: angle de rotation, en degré, lu sur le polarimetre.

4. Extraction et purification de la plante Salsola tetragona

4.1. Extraction

Les parties aériennes pulvérisées (m=1989 g) de Salasola tetragona sont mises a macérer a
température ambiante dans un mélange hydro-alcoolique (MeOH/H20, 70/30, V/V). Cette macération
est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant (3x24 h). Apreés filtration puis concentration a une
température n’excédant pas 40°C, on ajoute de I’eau distillée (800 mL). Cette derniere solution a subi
des extractions liquide-liquide par des solvants organiques suivants :

e Ether de pétrole (3x600 mL)

e Dichlorométhane (3x600 mL)

e Acétate d’éthyle (3x600 mL)

e n-butanol (3x600 mL)
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Les phases organiques obtenues sont évaporées a sec et pesées et les rendements d’extraction sont

donnés dans le tableau 15.

Tableau 15 : Rendements des extractions

Matiére végétale Extrait Masse (Q) Rendement (%)
1989 ¢ Ether de pétrole 0.66 0.033
Dichlorométhane 2.5 0.12
Acétate d’éthyle 6,55 0.33
n-butanol 30.5 1.53

Le schéma suivant montre les étapes d’extraction de notre plante (Figure 30).
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Chapitre 1
Plante pulvérisée
(m=1989 g)
e CH30H:H,0 (70:30) (3x24h)
e Filtration
v
[ Solution hydrométhanolique }
e Concentrationa T < 40°C
\4
[ Extrait brut }
e Dilution avec H,O distillée
e  Filtration apres une nuit de repos
v
[ Solution aqueuse }
e  Epuisement par I’éther de pétrole
v (3x600 ml)
‘ Solution d’éther de pétrole ‘ 4
[ Phase aqueuse ]
J' Evaporation a sec
‘ EXtrait daéther de pétl’0|e (066 g) ‘ ° Epuisement par CHZCIZ (3X600 mL)
e  Décantation

‘ Solution du CHCl, ‘
v

l Evaporation & sec [ Phase agueuse ]

‘ Extrait du CH.Cl, (2.5 g) \

e Epuisement par AcOEt (3x600 mL)
e Décantation

‘ Solution d’AcOEt ‘

[ aqueuse }

Evaporation a sec

Extrait d’AcOEt (6.55 .
‘ xtrait ' ACOEL( 9 ‘ e  Epuisement par le n-butanol (3x600 mL)
e Décantation

‘ Solution n-butanolique ‘
[ Phase aqueuse ]

l Evaporation a sec

‘ Extrait n-butanolique (30.5 g) ‘

I’espece S. tetragona.
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4.2. Séparation et purification
Le choix des extraits est essentiellement basé sur deux critéres principaux :
e Larichesse des extraits en métabolites secondaires.
e Lamasse des extraits.

Pour cela, notre choix s’est porté sur ’extrait dichlorométhane et I’extrait butanolique.

4.2.1. Fractionnement et purification de I’extrait dichlorométhane

L’extrait dichlorométhane des parties aériennes de S. tetragona a été fractionné sur une
colonne de gel de silice en phase normale. L’élution a été effectuée avec trois solvants : le toluéne, le
chloroforme et 1’acétate d’éthyle.

Les conditions opératoires sont indiquées dans le tableau 16.

Tableau 16 : Conditions opératoires de séparation.

Extrait Eluant Phase Révélateur Volume des| Eluants des
CH2Cl2 stationnaire fractions CCM
(mL)
Toluéne: Si02(82.5g) UV 254/365 nm Hexane: CHCl3
chloroforme Vanilline + (9:1), (8:2)
25¢ (100:0 4 0:100) chauffage (102°C) 25 CHCls: AcOEt
Chloroforme: (9.8:0.2)
acétate d’¢thyle
(100:0 2 92:8)

Le tableau 17 presente les fractions de 1’extrait dichlorométhane.
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Tableau 17 : Fractionnement de 1’extrait dichlorométhane.

Fractions Eluant % Masse (mg)
Toluéne Chloroforme
F1-26 100 0 80
80 20 123
F33-64 60 40 93
Fes-82 40 60 71
Fs2-102 20 80 55
F103-125 0 100 110
Chloroforme | Acétate d’éthyle
F126-132 100 0 63
F133-159 98 2 145
96 4 212
F174-104 94 6 o4
F195-233 94 6 96
92 8 162
F2s8-268 92 8 45

Les fractions recueillies sont regroupées suivant la similitude de leur profil chromatographique en

couche mince (Figure 31). Parmi les fractions recueillies, trois ont été purifiées :
« Fraction 27-32
« Fraction 160-173
» Fraction 234-257

Extrait CH.Cl; (2.59)

Gradient : Toluene:CHCI3 (100:0 a 0:100), J'

CHCI3:EtOAC (100 :0 2 92 :8)

CC SiO2

‘ 13 fractions ‘

[ F27-32 (123 mg) }

|

St10 (1.4 mg)

Ether diéthylique : .
AcOEt (90:10)
CC SiO;

CHCls: EtOAC

v

[ F160-173 (212 mg) }

l

CC SiO;
(90:10)
Stl (15 mg) St5 (5 mg)
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v
[ F234-257 (162 mg) }

e CHCl5:CHsOH
(90:10)

* CCSIO gy (2 mg)

Figure 31. Schéma de fractionnement de I’extrait CH>Cl> de Salsola tetragona.
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e Purification des fractions F27-32, F160-173 et F234-257

Les fractions F27-32, Fie0-173 €t F234-257 ont été purifiées sur des colonnes de gel de silice en phase

normale, éluées avec des systemes isocratiques, conduisant aux produits Stl1, St5, St10 et St11.

Les conditions opératoires sont présentées dans le tableau 18.

Tableau 18 : Conditions opératoires de séparation.

Fraction Eluant Absorbant Révélateur Volume des | Produits
fractions (mL)| isolés
Fo732 | Ether diéthylique : | SiO2 (4 g) UV 254/365 nm, 25 St10
(123 mg) | AcOEt (90:10) Vanilline + chauffage (1.4 mg)
(102°C)
Fis0-173 | CHCIl3: EtOAC SiO2 (7 9) UV 254/365 nm, 5 St1 (15 mg)
(212 mg) | (90:10) Vanilline + chauffage St5 (5 mg)
(102°C)
F234257 | CHCI3:CH30H SiO2 (5,59) UV 254/365 nm, 5 St11 (2 mg)
(162 mg) | (90:10) Vanilline + chauffage
(102°C)

4.2.2. Fractionnement et purification de I’extrait butanolique

L’extrait butanolique est soumis a des fractionnements successifs par différentes méthodes

chromatographiques conduisant a 1’isolement des produits a 1’état pur (un sucre, trois triterpenes et

trois composés phénoliques). Dans un premier temps, nous avons soumis cet extrait a une

chromatographie liquide sous vide (VLC). Six fractions ont été obtenues (Figure 32).

Les conditions de ce fractionnement sont résumées dans le tableau 19.

Tableau 19 : Conditions opératoires du fractionnement VLC.

Extrait Eluant Absorbant Révélateur Volume des| Eluants des CCM
n-ButOH fractions
(mL)
69 Gradient RP-C18 UV 254/365 nm 250 |AcOEt: MeOH:H,0
H,0:MeOH (500 g) | Vanilline + chauffage 20:2:1
(6040 3 (102°C) CHCls: MeOH:H20
0:100) 14:6:1
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Le tableau 20 presente le fractionnement de I’extrait butanolique.

Tableau 20 : Fractionnement de I’extrait butanolique.

Eluant % Fractions Masse (mg)
CHs0OH H.O

40 60 F1 1200
50 50 F> 1500
60 40 Fa 750
70 30 F4 302
80 20 Fs 191
100 0 Fe 76

Extrait butanolique

e VLC CH;OH/H20 (40/60, 50/50, 60/40, 70/30, 80/20, 100 /0) l

l 40/60 50/50 l 60/40 l 70/30 l 80/20 l 100/0 l

F1 (1200 mg) F2 (1500 mg) F3 (750 mg) F1(302mg) | Fs(191mg) Fs (76 mg)
Flash _ «  CCSiOs « CCSi0 « CCSi0;
c(gginétsgraphl e EtOAc: CH3OH: Hz0 ¢ CHCls: CHsOH ¢ CHCls: CH:OH Lavage par
CH{CN:H,0 (20:2:1) (100:0 & 0:100) (100:0 & 0:100) CHsOH
f20-23 (35 mQ) fs9-63 (212 mg)
e CCSiO: f72(111.2 mg) St9 (25 mg)
e CLHP \ 4 v e CHCIs: CH:0OH
100:0 4 0:100 e CCSIO;
foo (180 m [ f115110 (223 M ] (
‘ o 9 ‘ o { 9 e CHCls: CH;OH (100:0 & 0:100)
l « CCsi0; l l « CCSi0;
. CHCIs: CH;OH . CHCl,: CH;0H St2 (25 m St6 (3 mg)
(9:1) (80:20) (25 mg)

St7(3mg)  SB(15MQ) St (22MQ) g3 (27 mg)

Figure 32 : Schéma de fractionnement de 1’extrait butanolique de S. tetragona.
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e Purification de la fraction F1

La fraction F1 (1200 mg) a été purifiée par flash chromatographie sur gel de RP-Cs éluée avec
un gradient CHsCN:H20O (100:0 a 0:100). Les différentes fractions ont été regroupées en 19 sous-
fractions selon leur similitude sur plaque CCM.

Parmi les sous-fractions recueillies, seule la sous fraction f2o-23a été purifiée.

e La fraction f2.23 (35 mg) a été purifiée par CLHP semi-préparative a polarité de phases
inversée Cigavec un gradient d’¢lution [CH3CN:H20 (6:94 & 10:90)] pendant 24 minutes pour
donner les composeés St7 (3 mg, tr=19,14 min) et St8 (1.5 mg, tr=19,9 min).

Les conditions chromatographiques sont présentées ci-dessous :

e CLHP Semi-préparative
Pompe : LPG-3400A
Détecteur : UVD 340U
Four : STH 585
Injecteur : ASI-100
Eluant : Acétonitrile/ Eau.
Colonne : Dionex Cig 201 SP, 10 x 250 mm, 5y, 90 A
e Purification de la fraction F2
La fraction F, a été chromatographiée sur une colonne de gel de silice normale. L’¢lution a été
effectuée par le mélange acétate d’éthyle:méthanol:eau (20 :2 :1). 168 fractions ont été recueillies
puis regroupées suivant leur similitude sur plague CCM. Les sous-fractions sont ensuite séchées sous
pression réduite.
Parmi les sous-fractions recueillies, seules les sous fractions foo et f115.119 Ont été purifiées.
e La sous-fraction foo a été purifiée sur une colonne de silice en phase normale éluée
avec le systeme isocratique chloroforme:méthanol (90 :10), pour donner le composé
St4 (22 mg).
e La sous-fraction fi15.110 a été purifiée sur une colonne de gel de silice en utilisant
comme systéme d’¢lution chloroforme:méthanol (80 :20), pour fournir le composé St3
(27 mg).

Les conditions opératoires sont présentées dans le tableau 21.
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Tableau 21 : Conditions opératoires de séparation.

Fraction Eluant Absorbant Révélateur [Volume des Eluants des
Fractions CCM
(mL)
F2 ACOEt:CH30OH: | SiO2(509) | UV 254/365 nm AcOEt:CHsOH
(1500 mg) H,0 Vanilline + 25 (20:2)
(20:2:1) chauffage AcOEt:CH30H:H20
(102°C) (20:2:1)
foo CHCI3:CH30H | SiO2(6g) | UV 254/365 nm CHCl3: AcOEt
(180 mg) (9:1) Vanilline + 5 (9.5:0.5)
chauffage (102°C)
f115-119 CHCI3:CH30OH Si02(89g) | UV 254/365 nm CHCI3:AcOEt
(223 mg) (80:20) Vanilline + (9:1)
chauffage 5
(102°C)
Le tableau 22 regroupe les sous fractions de la fraction F».
Tableau 22 : Fractionnement de la fraction F2.
Eluant % Fractions Masse (mg)
AcOEt:CH30OH:H.0 f1.18 53.2
(20:2:1) f19-32 4.7
fa3.52 153.8
f53-64 49
f65-80 126
foo 180
fo1-114 98.9
f115-119 223
f120-135 43
f137-149 69.9
f150-168 94

« Purification de la fraction F3

La fraction F3 a été fractionnée sur une colonne de gel de silice en phase normale. L’élution a

été faite par un gradient de solvants composeé du chloroforme et du méthanol. Des fractions de 25 ml

ont éeté recueillies et regroupées selon leur profil en CCM pour donner 11 sous fractions.

La sous-fraction fse.63 a €té purifiée sur une colonne de silice en phase normale et éluee

par le méme gradient de solvant précédent, pour donner le composé St2 (25 mg).
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Les conditions opératoires sont présentées dans le tableau 23.

Tableau 23 : Conditions opératoires de purification.

Fraction Eluant Absorbant Révélateur Volume des| Eluants |Produits
fractions des CCM isolés
(mL)
Fs CHCI3:CH30H | SiO2(25g) | UV 254/365 nm 25 CHCI3:AcOEt

(750 mg) | (100:0 & 0:100) Vanilline + _ _

chauffage (102°C) (9:1), (8:2)
f50-63 CHCI3:CH30H | SiO2(79) | UV 254/365 nm 5 CHCI3:AcOEt] St2

(212 mg) | (100:0 a 0:100) Vanilline + _ _

chauffage (102°C) (9:1), (8:2) | (25 mg)

Le tableau 24 presente les sous fractions de la fraction Fs.

Tableau 24 : Fractionnement de la fraction Fs.

Eluant: CHCI3:CHsOH | Sous fractions Masse (mg)
100:0 f1.20 23.2
95:5 f23-43 19.5
95:5 f44-58 445
90:10 f59-63 212
90:10 foa-78 123.4
80:20 f78-99 22.1
70:30 f100-123 84.3
60:40 f124-143 56.4
50:50 f144-164 23.6
40:60 f165-182 31.4
20:80 f183-201 21.7
0:100 f202-215 8.4

. Purification de la fraction Fa

Cette fraction a été chromatographiée sur une colonne de gel de silice en phase normal éluee

par un gradient chloroforme:méthanol (100:0 a 0:100). Des fractions de 10 ml ont été recueillies et

réunies selon leur profil en CCM en phase normale, pour donner 11 sous fractions.
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e La fraction f72a donné le composé St6 (3mg) gréce a une purification sur une colonne de gel

de silice a I’aide d’un gradient d’élution CHCl3: CH30H.

Les conditions opératoires sont présentées dans le tableau 25.

Tableau 25 : Conditions opératoires de purification.

Fraction Eluant Absorbant Révélateur Volume Eluants des |Produits
des fractions L
(mL) CCM isolés

Fa CHCI3:CH30H | SiO2(10g) | UV 254/365 nm 10 CHCIs:AcOEt -

(302 mg) | 100:04 0:100 Vanilline+chauffag (8:2), (7:3)
e(102°C)

72 CHCI3:CH3OH | SiO2 (4 g) | UV 254/365 nm 5 CHCI3:AcOEt |St6 (3mgQ)

(111.2mg) | 100:0 a 0:100 Vanilline (9:1), (8:2),
+chauffage(102°C) (7:3)

Le tableau 26 regroupe les sous fractions de la fraction Fa.

Tableau 26 : Fractionnement de la fraction F4

Eluant: CHCI3:CHsOH | Sous fractions Masse (mg)

100:0 f110 9

95:5 f12.26 14.5
90:10 f26-40 22.7
85:15 f41-56 19

80:20 f57.711 23.5
70:30 f72 111.2
60:40 f73-85 34.1
50:50 fg6-102 45.6
20:80 f103-119 27

0:100 f120-132 25.2
0:100 f133-141 17.9

. Purification de la fraction Fs

Cette fraction contient un précipité blanc St9 (25 mg) qui a été lavé plusieurs fois par le méthanol

pur.
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5. Extraction et purification de la plante Traganum nudatum

5.1. Extraction

La poudre d’une masse 1kg des parties aériennes de la plante Traganum nudatum préalablement
séchée, mise a macérer pendant 48 heures dans (MeOH/H20 : 70/30). Cette macération est répétée 3
fois (3%24 h). L’extrait obtenu est concentré sous pression réduite a une température n’excédant pas
40°C, puis dilué avec de I’eau distillée (400 mL). La solution récupérée a subi des extractions liquide-
liquide par des solvants organiques suivants :

e Chloroforme (3x300 mL)

e Acétate d’éthyle (3x300 mL)

e n-butanol (3x300 mL)

Les phases organiques récupérées sont eévaporées a sec et pesées.

Le schéma suivant montre les étapes d’extraction de la plante Traganum nudatum (Figure 33).
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Plante pulvérisée
(m=1000 g)

e CH3;0H:H20 (70:30) (3x24h)
e Filtration

[ Solution hydrométhanolique }

e Concentrationa T <40°C

y
[ Extrait brut }
o Dilution avec H,O distillée
o  Filtration aprés une nuit de repos
[ Solution aqueuse }
e  Epuisement par CHCI3 (3x300 mL)
e  Décantation
. [ Phase aqueuse }
‘ Solution du CHCl; ‘
\l, Evaporation & sec
e  Epuisement par AcOEt (3x300 mL)
‘ Extrait du CHCI3 (12 g) ‘ e Décantation
‘ Solution d’AcOEt ‘
[ Phase aqueuse }
\l/ Evaporation a sec
e  Epuisement par le n-butanol (3x300 mL)
‘ Extrait d”’ AcOEt (1.5 g) ‘ e Décantation
‘ Solution n-butanolique ‘ [ Phase agueuse }
\l/ Evaporation a sec \l/
‘ Extrait n-butanolique (5.6 g) ‘ [ Phase aqueuse }

Figure 33 : Schéma général d’extraction des parties aériennes de I’espece T. nudatum.
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4.2.2. Séparation et purification

4.2.2.1. Fractionnement et purification de ’extrait butanolique

L’extrait butanolique (5.6 g) de ’espéce T. nudatum a été fractionné par VLC en phase inverse
C18 avec I’¢luant H,O-MeOH (60/40, 50/50, 40/60, 30/70, 20/80, 0/100). Des fractions de 250 ml

sont recueillies et analysées par chromatographie sur couche mince (Figure 34).

Les conditions de ce fractionnement sont résumées dans le tableau 27.

Tableau 27 : Conditions opératoires de fractionnement.

Extrait Eluant Absorbant Révélateur Volume des| Eluants
n-ButOH fractions | des CCM
(mL)
5649 Gradient H,O:MeOH | RP-C18 UV 254/365 nm 250 AcOEt:
(60:40 & 0:100) (500 g) |Vanilline + chauffage MeOH:H20
(102°C) 20:2:1

Le tableau 28 presente les fractions de I’extrait butanolique.

Tableau 28 : Fractionnement de 1’extrait butanolique.

Eluant % Fractions Masse (mg)
CH30OH H>O
40 60 F1 500
50 50 F2 1200
60 40 Fs 350
70 30 F4 302
80 20 Fs 229
100 0 Fs 176
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Extrait butanolique

l e VLC H20/ CH30H (60/40, 50/50, 40/60, 30/70, 20/80, 0/100)

160/40 50/501 40/60 l 30/701 20/80 l 0/100 l

F1 (500 mg) F2 (1200 mg) F3 (350 mg) F4 (302 mg) Fs (229 mg) Fe (176 mg)

l e EtOAC: MeOH: H;0 (20:2:1)

CCSiO;
F21-25 (112.5mg) F27(100.9 mg)
e CHCls: MeOH e CHCl3: MeOH (9.5:0.5)
(80:20) e CCSiO;
e CCSIiO,
Tnl (12 mg) Tn2 (9 mg)

Figure 34 : Schéma de fractionnement de ’extrait butanolique de T. nudatum.

. Purification de la fraction F2

La fraction F, a été chromatographiée sur une colonne de gel de silice normale. L’¢lution a été
effectuée par le mélange acétate d’éthyle:méthanol:eau (20 :2 :1). Des collectes de 10 mL ont été
recueillies et regroupées selon leur profil en CCM pour donner 7 sous fractions. Les sous-fractions
sont ensuite séchées sous pression réduite.

e La sous-fraction f21.05 a été purifiée sur une colonne de silice en phase normale éluée
avec le systeme le chloroforme:méthanol (80 :20), pour fournir le composé Tnl (12
mQ).

e Lasous-fraction fo7 a été purifiée sur une colonne de gel de silice en utilisant comme

systéme d’¢élution chloroforme:méthanol (9.5 :0.5), pour obtenir le composeé Tn2 (9

mg).

Les conditions opératoires sont présentées dans le tableau 29.
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Tableau 29 : Conditions opératoires de séparation.

Fraction

Eluant

Absorbant Réveélateur Volume des | Eluants des
Fractions CCM
(mL)
F2 AcOEt:CH30OH: | SiO2(40g) UV 254/365 nm AcOEt:CH30H:
(1200mg) H20 (20:2:1) Vanilline + chauffage 10 H20 (20:2:1)
(102°C)
fa1-25 CHCI3:CH30OH | SiO2 (4 9) UV 254/365 nm CHClI3: AcOEt
(112.5mg) (80:20) Vanilline + chauffage 5 (9:1)
(102°C)
fa7 CHCI3:CH3OH | SiO2(49) UV 254/365 nm CHCI3:AcOEt
(100.9mg) (9.5:0.5) Vanilline + chauffage . (9:1)
(102°C)
Le tableau 30 regroupe les sous fractions de F.
Tableau 30 : Fractionnement de la fraction F».
Eluant % Fractions Masse (mg)
AcOEt:CH30H:H20 f1.20 64.2
(20:2:1) fa1-25 112.5
f26 153.8
fo7 100.9
f28-29 36
f30-31 41
f32-44 68.9
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Chapitre 2 Dosage des polyphénols et Activités biologiques

1. Dosage des polyphénols

La teneur en composes phénoliques a été mesurée par la méthode de Singleton et al. (1977).
125 uL de réactif de Folin-Ciocalteau ont été ajoutés a 125 pL d’extrait. Aprés 5 min, 1250 uL
d’une solution de carbonate de sodium (2%) ont été additionnés au mélange précédent. Le mélange
a éte laissé pendant 90 mn a I’obscurité et a température ambiante. L’absorbance a été mesurée a
760 nm.
La teneur en polyphénols totaux a été exprimée en microgramme équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EqAG/mg d’extrait).
2. Activité antioxydante

2.1. Test du 1,1-diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH)

Cette activité est déterminée selon la méthode de Blois (1958) avec une légére
modification. L’extrait testé a été dilué dans du méthanol a des concentrations différentes. Une
solution de DPPH" fraichement préparée a une concentration de 0.15 M a été ajoutée a 1’échantillon
testé ainsi que les antioxydants standards (BHA, BHT). Le blanc est préparé a partir de 40 uL du
méthanol avec 160 uL de DPPH. Aprés une incubation de 30 min & température ambiante et a
I’obscurité, I’absorbance du DPPH' pour le blanc et I’extrait étudié a été mesurée par
spectrophotométrie a une longueur d’onde de 517 nm. Chacune des expériences a été répliquée
trois fois avec un blanc au méethanol. Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon 1’équation

suivante :

controle — AExtrait

A
Inhibition % = x 100

Acontrole

2.2. Test du radical ABTS™

Ce test est déterminé selon la méthode de Re (1999) avec une légere modification. Le
radical ABTS™ est produit par I’oxydation de I’ABTS (7 mM), par le persulfate de potassium (2,4
mM). Ces deux solutions ont été mélangees et conservees 16 heures a I’obscurité et a température
ambiante. Le mélange obtenu a été dilué avec 1’éthanol afin de parvenir a une absorbance de 0,7+
0.02 a 734 nm. 160 pL de cette solution d’ABTS™ ont été ajoutée a 40 pL de différentes
concentrations de I’extrait étudié, ainsi que les standards BHA et BHT.

Le blanc est préparé en paralléle suivant le méme protocole en remplagant I’ extrait par le méthanol.
Aprés 10 minutes d’incubation, 1’absorbance est mesurée a 734 nm en utilisant le lecteur de

microplaque a 96 puits. Chaque analyse a été mesurée trois fois.
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Les différents pourcentages d’inhibition ont été calculés selon la formule suivante :

Acontrole - AExtrait

Inhibition % = x 100

Acontrole

2.3. Test de blanchissement du p-caroténe

Cette activité a été déterminée selon le protocole décrit par Marco (1968). 0,5 mg de B-
caroténe a été mélangé avec 200 pL de tween 40, 25 uL de I’acide linoléique et 1 mL de
chloroforme. Le solvant a été évaporé a 1’aide d’un évaporateur rotatif. 100 mL d’eau oxygénée
ont été ajoutés au mélange précédent. 40 puL d’échantillons a tester (extrait ou standards) ont été
déposés dans les puits avec 180 uL de la solution du B-caroténe. L’absorbance est de suite mesurée
a 470 nm puis de nouveau apres 2h d’incubation de la plague en étuve a 45°C.

Le BHT, le BHA et le a-tocophérol ont été utilisés comme standards. Le pourcentage de

I’activité antioxydante (% AA) a été calculé selon I’équation suivante :

Acontrole - AExtrait

AA % = x 100

Acontrole

2.4. La réduction cuprique (CUPRAC)

Cette activité est déterminée selon la méthode d’Apak et al. (2004). Dans une plaque de 96
unités, 40 uL de I’extrait ont été ajoutés a 60 uL de tampon acétate d’ammonium (1M, PH=7), 50
uL de Néocuproine (7,5 mM) et 50 uL de CuCl; (10 mM).
Aprés une heure du temps, I’absorbance a été enregistrée & 450 nm, a I’aide d’un lecteur de
microplaque.

Les résultats de ’activité antioxydante ont été calculés a titre de Ao (ug/ mL).

3. Activité antibactérienne

3.1. Les souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude sont des souches de références
(Escherichia coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus ATCC 43300) et des souches cliniques
(cliniqguement isolées au centre hospitalier Benbadis-Constantine) (SH) (Esherichia coli,
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Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus

aureus, Streptococcus enterococcus).
3.2. Méthode de diffusion en milieu gélosé (Antibiogramme)
3.2.1. Préparation de I’inoculum

L’inoculum est préparé a partir d’une culture pure de 18 a 24 heures, cultivée sur milieu
d’isolement et incubée a 37°C. Deux colonies de chaque bactérie, sont ensuite prélevées a I’aide

d’une anse stérile et dispersées dans 10 ml de 1’eau physiologique stérile.

3.2.2. Ensemencement

Le milieu MH gelosé liquide a été rempli en boites de Pétri (20 ml par boite), et laissé a
refroidir. 1 a 2 millilitres de chaque suspension bactérienne sont distribués sur toute la surface des
boites gélosées de Mueller-Hinton. Les boites sont laissées pendant 15 mn a la température du
laboratoire.

3.2.3. Incubation

Les disques de 6 mm imprégnés par les extraits a tester (20 pL) sont déposés a 1’aide d’une
pince stérile sur la gélose MH (6 disques par boite). Des disques imprégnés d’ampicilline (témoin
positif) (10 ug/mL), ont été aussi déposés sur la surface de la gélose MH. Aprés 20 minutes de
pré-diffusion des solutions, les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 18 a 24 h. Apres
incubation, les diameétres d’inhibition autour des disques ont été mesurés a 1’aide d’un pied de

coulisse ou d’une regle en (mm).
3.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

3.3.1. Préparation de I’inoculum

0.1 mL (Esherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumonia) et 0,3 mL (Staphylococcus aureus et Streptococcus enterococcus) de la culture de 18
heures ont été repiqués dans 10 mL de bouillon Coeur cervelle (BCC). Cette culture est ensuite
placée al’étuve a 37°C pendant 3 a 5 heures, jusqu'a I’apparition d’une légere opalescence (environ

5 x 107 bactéries/mL).
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3.3.2. Préparation de la gamme de concentration des extraits

La solution mere a été préparée en solubilisant 20 mg de chaque extrait dans une solution
de 10 mL éthanol (2000 ug/mL). A partir de cette solution, la 2°™ concentration a été préparée
par dilution au 1/2 et ainsi de suite jusqu’a arriver a 20 pg/mL (1280, 640, 320, 160, 80, 40, 20
ug/mL). Deux millilitres de chaque dilution de la fraction, sont ajoutés a 18 mL de gélose M-H.

Ces boites sont laissées sur la paillasse jusqu’a la solidification de la gélose.

Apreés solidification, 1’inoculation bactérienne des géloses M-H contenant la fraction et le témoin,
est effectué en surface sous forme de stries a 1’aide d’une anse de platine. Enfin, les boites sont

incubées 18 heures a 37 °C.

4. Activité photoprotectrice

4.1. Détermination du facteur de protection solaire (FPS)

Le FPS in vitro est déterminé selon la méthode spectrophotométrique de Mansur et al.
(1986).
Les échantillons (extrait et standards) ont été dilués dans I'éthanol a une concentration finale de 2
pg/mL. Les cremes Nivea et Vichy ont éte utilisés comme standards. L’absorbance est mesuré
dans I’intervalle de 290 a 320 chaque 5 nm (UV-B), et la valeur du SPF est calculé par
I'application de I'équation de Mansur et al (1986).

SPF=CFx Y  EE(D)x I()x Abs (1)

5. Analyses statistiques

Les résultats de tous les tests sont exprimés en moyennes + SD d'analyses en trois essais.
Les valeurs de Clso sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [%
inhibition = f (concentrations)], les comparaisons multiples et la détermination des taux de
signification sont faites par "student's t-test” et le test ANOVA univarié. les différences sont

considérées statistiguement significatives au seuil de 0,05.

107



PARTIE 3

RESULTATS ET DISCUSSION



CHAPITRE 1

Détermination structurale

des composés isoles



Chapitre 1 Détermination structurale des composés isolés

1. Détermination structurale des composés isolés de Salsola tetragona Del.

L’étude phytochimique réalisée sur les parties aériennes de 1’espéce Salsola tetragona a
conduit a I’isolement de 11 composés dont 7 isolés a partir de I’extrait butanolique (St2, St3, St4, St6,

St7, St8, St9) et 4 a partir de ’extrait chloroformique (St1, St5, St10, St11).

Les structures des produits isolés ont été élucidées par des méthodes spectrales 1D (RMN *H
et 13C) et 2D (COSY, NOESY, ROESY, HSQC, HMBC) et par comparaison avec les données de la

littérature.

1.1. Détermination structurale du composé Stl

Le spectre IR montre des bandes d’absorption a 3423.07 cm™ (hydroxyle), 1715.68 cm™

(fonction y-lactone a,p insaturée) et a 1637.27 cm™ (double liaison) (Figure 35)..
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Figure 35 : Spectre IR du composé Stl
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Le spectre UV montre une bande d’absorption maximale a 217 nm suggere la présence d’un systéme

de doubles liaisons conjuguées. (Figure 36).
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Figure 36 : Spectre UV du composé St1 dans le MeOH.

Analyse du spectre de RMN H

A partir du spectre de RMN tH (500 MHz, Acétone) (Figure 37) du composé St1 on peut

distinguer :

— deux singulets intégrants chacun pour 3H a 0.83 et 0.93 ppm correspondant a deux groupes
méthyles.

— deux doublets de doublets déblindés a 4.86 et 5.07 ppm qui peuvent correspondre aux protons
d’un groupement méthyléne oxygéné.

— un singulet a 5.88 ppm correspondant a un proton vinylique.

— un triplet de triplet situé dans la zone des protons portés par un carbone hydroxylé (3.5, tt,
J=10.09-4.7 Hz).

— un massif de protons entre 1.0 et 2.85 ppm correspondant aux -CH et -CHo.
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Figure 37 : Spectre de RMN H (500 MHz, Acétone) du composé St1.

Analyse du spectre de RMN C
Le spectre de RMN 3C (125 MHz, Acétone) (Figure 38) du composé St1 révéle la présence
de 23 carbones parmi lesquels nous pouvons distinguer les carbones caractéristiques suivants :
— deux carbones méthyliques résonants entre 11.7 et 15.3 ppm.
— un massif de carbones entre 21.1-50.8 ppm attribuables aux CH,, CH et Cq quaternaires.
— trois carbones oxygenes a 70.0, 73.0 et 84.3 ppm.
— un carbone de carbonyle a 173.5 ppm.

— deux carbones vinyliques a 175.4 et 116.9 ppm.
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ZKE-GH1&E dans acetcne
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Figure 38 : Spectre de RMN 13C (125 MHz, Acétone) du composé St1.

Ces données (UV, IR, RMN *H, 3C) suggérent la présence d'un triterpéne de type cardénolide
(Figure 39).

Figure 39 : Structure de cardenolide.

111



Chapitre 1 Détermination structurale des composés isolés

Analyse du spectre COSY

L’analyse des corrélations observées sur le spectre COSY (Figures 40-42) nous a permis de

donner les informations suivantes :

le proton H-3 (6w 3.5, tt, 10.9, 4.7) corréle avec les deux protons Hap-2 [6Ha1.38 (M), dHb 1.74(m)]
et Hap-4 [8Ha 1.27 (M), SHp 1.54 (M)].

D’une part les deux protons geminés Ha-2 et Hy-2 correlent a leur tour avec les 2 protons Hap-1
[OHa 1.01 (M), dmb 1.73 (td, 17.9- 5.1 Hz)].

D’autre part les 2 protons Hap-4 couplent avec le proton H-5 64 1.12 (td, 12.5-4.3 Hz).

le proton a 61 1.62 (H-8, td, 12.1-3.6 Hz) présente deux corrélations avec les protons Hap-7 [0Ha
2.1 (m), Smb 1.11 (m)].

les protons Hap-11 corrélent avec les protons H-12 (8n 1,5, m) et H-9 (61 1.0, td, 9.8, 4.0 Hz).
Nous observons également des corrélations entre les protons Hap-7, H-5 avec des protons Ha -6
[611.25 (m) 1.32 (m)].

Dans la zone des protons déblindés nous distinguons les corrélations entre les 2 protons géminés
Hab-21 et H-22.

Figure 40 : Corrélations 2Ju.1 observées sur le spectre COSY du composé St1.
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ZK-GH1€3 dans acetone |
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Figure 41 : Spectre COSY du composé St1.
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Figure 42 : Spectre COSY du composé St1.
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Analyse du spectre HSQC

L’analyse du spectre HSQC (Figures 43-44) permet d’attribuer les carbones portant les protons
déja assignés a I’aide de 1’analyse COSY et qui sont : C-1 (8¢ 37.1), C-2 (¢ 31.4), C-3 (6¢c 70.0) C-4
(8c 38.2), C-5 (8¢ 44.5), C-6 (8¢ 29.0), C-7 (8¢ 27.5), C-8 (8¢ 41.4), C-9 (5c 49.8), C-11 (5¢ 21.1),
C-12 (8¢ 39.4), C-21 (5c 73.0) et C-22 (8¢ 116.9) (Tableau 31).
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Figure 43 : Spectre HSQC du composé St1.
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Figure 44 : Spectre HSQC du composé St1.

Analyse du spectre HMBC

Parmi les corrélations observées sur le spectre HMBC (Figures 45-49) nous pouvons

donner les plus importantes pour identifier la structure de St1 :

— le carbone C-3 (8¢ 70.0) présente trois corrélations avec des protons déja identifiés Ha-1, Hp-2 et
Hp-4.

— au niveau du carbone C-5 nous observons une corrélation avec un singulet d’intensité 3H a on
0.83 (CHz3-19) dont le carbone attribué par 1’analyse du spectre HSQC (Figure 43) résonne a dc
11.7.

— les protons du méthyle CHs-19 corrélent avec les carbones C-1, C-9 (attribué grace a 1’analyse
du spectre HSQC) et un carbone quaternaire situé a 35.6 ppm attribuable au carbone C-10.

— le carbone C-9 correle avec un proton situe a 1.62 ppm attribuable au H-8. Ce dernier correle avec
deux carbones dont un attribué au carbone CH»-7 et un quaternaire situé a 84.3 ppm attribuable
au Cg-14.
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Figure 45 : Corrélations 2Ju.c et 3Ju.c des protons 3, 8 et 19 observés sur le spectre HMBC.

— le carbone Cg-14 présente une correlation avec les protons d’un méthyle d’intensité 3H
attribuable au CHz-18 (61 0.93) et deux autres corrélations avec deux protons (6w 1.72, m;
2.14, m) attribuables aux Hp-15 et Ha-16. Le spectre HSQC permet d’attribuer les carbones C-
15 (3¢ 32.5) et C-16 (¢ 26.6).

— les protons du méthyle CHs-18 nous indiquent le déplacement chimique du carbone C-12 (dc
39.4), du carbone quaternaire C-13 (¢ 49.5), du carbone C-17 (8¢ 50.8) et du carbone C-14 (6¢c
84.3), grace aux quatre corrélations HMBC.

— le proton H-17 présente six corrélations dont quatre avec des carbones déja identifiés C-13, C-
14, C-15 et C-16, et les carbones de C-20/C-21 et C-22.

Figure 46 : Corrélations 2Ju-c et *Ju.c des protons 15, 16, 17 et 18 observés sur le
spectre HMBC.
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Figure 47 : Spectre HMBC du composé St1.
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Figure 48 : Spectre HMBC du composé St1.
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Figure 49 : Spectre HMBC du composeé St1.
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Analyse du spectre NOESY

La stéréochimie finale du composé Stl est mise en évidence par les observations des effets

overhauser (nOe) a travers 1’espace obtenues sur le spectre NOESY (Figures 50, 51) :

I’orientation a-axiale des protons H-3 et H-9 est déterminée par les effets nOe observés entre
H-3/H-5 et H-5/H-9.

I’orientation f-axiale du méthyle CHs-19 est confirmée par des effets nOe observés entre CHs-
19/H-2a et CH3-19/H-8.

la configuration p-axiale du méthyle CHz-18 est déduite par les effets nOe avec H-8, H-22 et H-
21.

I’orientation a-équatoriale du proton H-17 est confirmée par son couplage avec H-12a-équatoriale.

Figure 50 : Effets nOe observés sur le spectre NOESY des protons du composeé St1.
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Figure 51 : Spectre NOESY du composé Stl.
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Chapitre 1 Détermination structurale des composés isolés

Tableau 31 : Déplacements chimiques en RMN H (500 MHz) et RMN C (125 MHz) du composé
Stl dans l'acétone.

N° Stl Elgamal et al., 1999 (CD3OD)
(Acétone)
dn (m, J en Hz) dc S (m, J en Hz) dc
1 1.01 (m) 37.1 1.10 38.3
1.73 (m) 1.84
2 1.38 (m) 314 1.47 321
1.74 (m) 1.85
3 3.5 (tt, 10.9-4.7) 70.0 3.6 71.8
4 1.27 (m) 38.2 1.36 38.8
1.54 (m) 1.64
5 1.12 (td, 12.5-4.3) 44.5 1.21 45.8
6 1.25 (m) 29 1.44 30.0
1.32 (m) 1.35
7 1.11 (m) 27.5 1.20 28.7
2.1 (m) 2.13
8 1.62 (td, 12.1-3.6) 41.4 1.68 42.6
9 1.0 (td, 9.8-4.0) 49.8 1.07 51.1
10 - 35.6 - 36.9
11 1.30 (m) 21.1 1.38 22.3
1.53 (m) 1.63
12 1.5 (m) 39.4 1.56 40.9
13 - 49.5 - 51.0
14 - 84.3 - 86.3
15 1.72 (m) 325 1.79 334
2.13 (m) 2.2
16 1.90 (m) 26.6 1.95 28.0
2.14 (m) 2.23
17 2.85 (d,16.4) 50.8 2.91 52.1
18 0.93 (s) 15.3 0.97 16.4
19 0.83 (s) 11.7 0.91 12.6
20 - 175.4 - 178.4
21 4.86 (dd, 18.4-1.7) 73.0 5.01 75.3
5.07 (dd, 18.4-1.4) 5.11
22 5.88 (s) 116.9 5.98 117.8
23 - 173.5 - 177.2
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Chapitre 1 Détermination structurale des composés isolés

L’ensemble des données spectrales nous permettent d’identifier le composé Stl comme
’uzarigenine (Figure 52) précédemment isolé de Nerium oleander L. (Zaki et al., 2014), de N. indicum
Mill (Wang et al., 2009) et de Asclepias curassavica (Singh et al., 1969).

Figure 52 : Structure de I’uzarigenine (Stl).
1.2. Détermination structurale du composé St2

Les spectres de RMN *H (500 MHz, CDs;0D) et *C (125 MHz, CD3;0D) (Figure 53) du
composé St2 présentent les mémes signaux que Stl, auxquels s’ajoutent des signaux caracteristiques
d’une unité osidique, dont le proton et le carbone anomérique résonnent respectivement a oy 4.41 (d,
J=7.8 Hz) et 6¢ 102.3 (Tableau 32).

122



Détermination structurale des composés isolés
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Figure 53 : Spectres de RMN *H (500 MHz, CD3OD) et *C (125 MHz, CD30D) du composé St2

L’interprétation des corrélations observées sur le spectre COSY (Figure 54) a partir du proton
anomérique situé a 4.41 ppm (d, J= 7.8 Hz) permet de repérer le proton H-2' par la corrélation H-
1'/H-2" a 3.16 ppm (t, J= 8.9 Hz), puis le proton H-3' situé a 3.37 ppm par la corrélation H-2'/H-
3', ensuite la corrélation H-3'/H-4' permet de localiser ce dernier sous forme d’un triplet a 3.29

ppm (t, J=9.9 Hz). Le proton H-4' correle avec un proton situé a 3.28 ppm (m) attribuable au
proton H-5' qui présente deux corrélations avec deux protons géminés résonnant a 3.88 ppm (d,
J=12.1 Hz) et a 3.68 ppm (dd, J=11.7-4.8 Hz) attribuables aux protons H-6'. Les valeurs élevées
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Chapitre 1 Détermination structurale des composés isolés

des constantes de couplage 3Ju1-nz, 3Inz-+z, 2IH3-har, 3Ina-rs, *Ins-He > 7 Hz indiquent que tous les

protons sont transdiaxiaux suggérant qu’il s’agit d’un S-D-glucopyranose.

GCHFZ COISY
1 6a 3 6b 3145 2
= / - N PRm
=1 | & 5 =i (-
@ = F-T';"*-"J: B
= 'ﬁ Sl 5.
w413 372
T | = 3.6
15 i) 5/6'b |
= e |I 4a
&= & 316 b=
l 1 6'al6'b b
| —t a2
1/2'
i — 4.4
45 44 43 42 41 40 2.9 2.6 A7 I6 3.5 34 33 A2  ppm

Figure 54 : Spectre COSY de la partie osidique du composé St2.

Les déplacements chimiques des carbones correspondants sont attribués par analyse
du spectre HSQC (Figure 55) et sont en accord avec un S-D-glucopyranose (Bock et al., 1983;
Agrawal, 1992).
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Figure 55 : Spectre HSQC du composé St2.

La corrélation 3Jy.c observée sur le spectre HMBC (Figure 56) entre le proton
anomérique H-1' du glucose et le carbone C-3 de St2 montre que ce sucre est attaché a

I’hydroxyle en position 3 de la génine.
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Figure 56 : Spectre HMBC du composé St2.
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Tableau 32 : Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHz) et RMN C (125 MHz) du composé
St2 dans CDsOD.

N° St2 (CDsOD) Elgamal et al., 1999 (CD30OD)
dH (m, J en Hz) dc oH (m, J en HZ) dc
1 1.05 (td, 7.6-3.7) 38.3 1.10 38.3
1.79 (dl 13.6) 1.85
2 1.55 (m) 30.4 1.97 30.4
1.9 (dd, 8.0-4.5) 1.62
3 3.74 (m) 79.2 3.8 79.2
4 1.76 (m) 35.3 1.82 35.3
1.36 (m) 1.41
5 1.13 (m) 45.6 1.2 45.6
6 1.41(dd, 15.9-2.7) 30.0 1.47 30.0
1.32 (m) 1.38
7 1.14 (m) 28.8 1.2 28.8
2.08 (dd, 10.1-2.9) 2.13
8 1.62 (td, 11.8-3.1) 42.5 1.68 42.6
9 1.01 (td, 11.7-3.5) 51.1 1.07 51.1
10 - 37.0 - 37.0
11 1.32 (m) 22.3 1.62 22.2
1.56 (m) 1.38
12 1.52 (td, 19.1-3.5) 40.8 1.56 40.9
13 - 51.0 - 51.0
14 - 86.3 - 86.3
15 1.73 (m) 33.3 2.2 334
2.2 (dd, 9.4-3.9) 1.8
16 1.88 (m) 28.0 2.23 28.0
1.95
17 2.85(dd, 9.2-4.9) 52.0 2.9 52.1
18 0.87 (s) 16.4 0.97 16.4
19 0.91 (s) 12.6 0.92 12.6
20 - 178.4 - 178.4
21 4.94 (dd, 18.4-1.6) 75.3 5.00 75.4
5.06 (dd, 18.4-1.4) 5.12
22 5.92 (s) 117.8 5.98 117.8
23 - 177.3 - 177.3
Glc
1’ 4.41 (d, 7.8) 102.3 4.47 (7.8) 102.3
2’ 3.16 (t, 8.9) 75.1 3.22 (8.8) 75.2
3 3.37t 78.1 3,43 (8.8) 78.1
4 3.29 (t, 9.9) 71.7 3,35 (8.8) 717
5 3.28 (m) 77.9 3.35 (5.1- 1.5) 77.9
6’a 3.88 (d, 12.1) 62.8 3.73(11.9-5.1) 62.7
6°b 3.68 (dd, 11.7-4.8) 3.93 (11.9-1.5)
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La structure finale du composé St2 est établie comme le 3-O-$-D-glucopyranoside uzarigenine
(desglucouzarine) (Figure 57), isolé précédemment de Asclepias curassavica (Asclepiadaceae) (Li et

al., 2009), de Calotropis procera (Asclepiadaceae) (Elgamal et al., 1999) et de Pergularia tomentosa
L (Hamed et al., 2006).

OH

HO
HO

OH

Figure 57 : Structure du composé St2.
1.3.Détermination structurale du composé St3

Le spectre de masse haute résolution obtenu par HR-ESI-MS (figure 58) montre un ion pseudo-
moléculaire a m/z 575.2829 [M+Na]" (calculé 575.2832) qui correspond a la formule brute C29H44010.
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Figure 58 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé St3.
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La comparaison des spectres de RMN H (500 MHz, CD30D) et 3C (125 MHz, CD3;0D)
(Figure 59) du composé St3 avec celui du St1 montre une grande similitude entre les deux spectres.
Cependant, nous observons quelques différences :

e Sur le spectre RMN *H :

— la présence des signaux caractéristiques d’une unité osidique dont le proton anomérique
résonne a 4.78 (d, J=7.9 Hz).

— la perte du signal du méthyle.

— D’apparition de deux doublets déblindés correspondant a des protons oxygénes dont 1’un
résonne a 3.74 (d, 11.7 Hz) et ’autre a 3.88 (d, 11.7 Hz) correspondant a I’alcool primaire en
C-19.

e Sur le spectre RMN C :
—la présence de six signaux dans la zones des carbones osidiques (d¢c de 63.3 a 99.8 ppm).
— la perte du signal du méthyle (C-19).

—la présence d’un carbone oxygéné situé a 59.9 ppm.
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Figure 59 : Spectres de RMN *H (500 MHz, CD30D) et $3C (125 MHz, CDs0OD) du composé St3.

Les corrélations observées sur le spectre HMBC (Figures 60, 61) entre les protons du
méthyléne oxygéné résonnant a on 3.74 (d, J=11.7) et 3.88 (d, J=11.7) et les carbones C-1 (¢ 32.8),
C-5 (oc 45.9), C-9 (oc 51.5) et C-10 (oc 40.6) permettent de positionner I’hydroxyle en position 19 de

la molécule. Le spectre HSQC (Figures 62, 63) permet de repérer son carbone a 59.9 ppm.

Figure 60 : Corrélations 2Ju.c et 3Ju.c des protons 19 observés sur le spectre HMBC.
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Figure 62 : Spectre HSQC du composé St3.
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Figure 63 : Spectre HSQC du composé St3.

La stéréochimie des carbones du composé St3 est déterminée par les corrélations

observées sur le spectre NOESY (Figures 64-66) :

— la configuration a-axiale du proton H-3 et déterminée par les effets nOe observés avec le
proton H-5 et le proton H-1' du sucre.

— des effets nOe observeés entre H-19/H-8, H-19/H-2 confirment leur orientation S-axiale.

— Dorientation S-axial du proton CHz-18 est déterminée par ’effet nOe entre ce proton et les
protons H-8, H-21 et H-22.

— Dorientation a-équatoriale du proton H-17 est confirmée par son couplage avec le proton H-
12a.
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Figure 64 : Effets nOe observés sur le spectre NOESY des protons du composé St3.
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Figure 65 : Spectre NOESY du composé St3.
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Figure 66 : Spectre NOESY du composé St3.

L’analyse du spectre COSY (Figure 67) permet d’attribuer tous les protons d’un hexose. Le
proton H-1' (d, J=7.9 Hz) correle avec le proton H-2' (61 3.28, dd, J= 7.9-3.0 Hz), lui-méme couplé
au proton H-3' (6w 4.06, t, J=3.0 Hz). La grande valeur de la constante de couplage JH2-H3=7.9 Hz
indigue que le proton H-2' est en position axiale alors que la faible valeur de la constante de couplage
J Ha-H4=3.0 Hz révéle une position équatoriale du proton H-3'. Le proton H-4', couplé aux protons H-
3' et H-5', résonne sous la forme de doublet de doublets a 3.48 ppm dont la constante de couplage (J=
9.5-3.0 Hz) atteste d’une position transdiaxiale des protons H-4'et H-5'. Le proton H-5' couple avec
les deux protons géminés H-6'a (dd, J= 11.3-5.7 Hz) et H-6b" (dd, J=11.3-1.8 Hz).
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Figure 67 : Spectre COSY de la partie osidique du composé St3.

Cet hexose est un g-D-allose, la configuration anomérique S a été confirmée également par
I’observation sur le spectre NOESY (Figure 68) des effets nOe entre les protons H1'/H-3 et H-1"/H-

5'. Les valeurs des déplacements chimiques des carbones de ce hexose (Tableau 33), attribuées par

analyse du spectre HSQC sont en accord avec celles d’un allose (Bock et al., 1983; Agrawal, 1992).
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Figure 68 : Spectre NOESY de la partie osidique du composé St3.

La corrélation 3Ju.c observée sur le spectre HMBC (Figure 69) entre le proton anomérique H-
1' du sucre et le carbone C-3 de la génine montre que ce sucre est attaché a I’hydroxyle en position 3,

ceci est confirmé par I’effet nOe (Figure 68) observé entre le proton H-1' et le proton H-3 de la génine.
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Figure 69 : Spectre HMBC de la partie osidique du composé St3.
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Tableau 33 : Déplacements chimiques en RMN H (500 MHz) et RMN C (125 MHz) du composé
St3 dans CDs0OD.

N° St3 (CDsOD)
dn (M, Jen Hz) dc dH (M, Jen Hz) dc
1 0.81 (td, 13.6-3.5) 32.8 16 2.16 (m), 1.90 (m) 28.1
2.34 (dt, 13.3-3.5)
2 1.57 (dm, 14.9) 30.9 17 2.85 (dd, 9.5-5.8) 52.2
1.91 (m)
3 3.78 (m) 78.9 18 0.95 (s) 16.7
4 1.44 (m) 35.9 19 3.74 (d, 11.7) 59.9
1.82 (dd, 11.9-3.4) 3.88 (d, 11.7)
5 1.24 (m) 45.9 20 - 178.5
6 1.24 (m), 1.34 (m) 29.6 21 4.95 (dd, 18.4-1.6) | 75.3
5.07 (dd, 18.4-1.4)
7 | 2.10(dd, 12.3-3.1),1.15 (m) | 2838 22 5.93 (s) 117.8
8 1.82 (td, 11.9-3.4) 43.1 23 - 176.9
9 1.03 (td, 13.5-4.5) 51.5 | Allo
10 - 40.6 1’ 478 (d, 7.9) 99.8
11 1.65 (m) 24.1 2' 3.28 (dd, 7.9-3.0) 72.4
12 1.41 (td, 13.6-4.3) 41.5 3 4.06 (t, 3.0) 73.1
1.53 (dt, 13.5-3.0)
13 - 51.2 4' 3.48 (dd, 9.5-3.0) 69.1
14 - 86.3 5' 3.69 (m) 75.5
15 | 1.73(dd, 11.6-8.5), 2.14 (m) | 33.5 6'a 3.66 (dd, 11.3-5.7) | 63.3
6'b 3.85 (dd, 11.3-1.8)

L’ensemble de nos données RMN nous permettent d’attribuer pour le composé St3 une

structure nouvelle (Figure 70) le 3-O-p-D-allopyranosylcoroglaucigenine (Salsotetragonine).

OH

HO

oH ©OH

Figure 70 : Structure du composé St3.
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1.4. Détermination structurale du composé St4

En comparant les spectres de RMN 'H (500 MHz, CD3;OD) des composés St3 (Figure 59) et
St4 (Figure 71), nous retrouvons tous les signaux caractéristiques du composé St3 : le signal de
méthyle, deux doublets de doublets du groupement méthylene oxygéné, un singulet du proton
vinylique, un massif de protons correspondant aux -CH et -CHa.
La différence entre les deux composés St3 et St4 se situe au niveau du cycle A :
— I’apparition de doublet de doublets de doublet a 4.14 (ddd, 12.0, 9.9, 4.1) attribuables au proton
oxygéné (H-2).

— la présence d’une unité osidique différente.

L’examen du spectre de RMN 3C (125 MHz, CD3;OD) (Figure 71) confirme la grande
similitude entre les composés St3 et St4. Leur différence se situe au niveau de la partie osidique et du
carbone C-2 (6c 70.0).
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Figure 71 : Spectres de RMN H (500 MHz, CDs;0D) et *C (125 MHz, CDs0D) du composé St4.

Les corrélations observées sur le spectre HMBC (Figures 72, 73, 77) entre le proton déblindé
H-2 (4.14, ddd, J=12.0; 9.9; 4.1 Hz) et les carbones C-1 et C-3 permettent de placer un oxygene en

position 2 de la molécule.

3

H“f
,x'°<2

Figure 72 : Corrélations HMBC observées sur le cycle A du composé St4.
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Figure 73 : Spectre HMBC du composé St4.

Le proton anomérique résonant a 4.51 ppm (s) ne couple avec aucun proton sur le spectre
COSY (Figure 74), son carbone vicinal C-2' est donc le carbone quaternaire a 92.9 ppm. Le proton H-
3' (3.64, dd, J=6.9-5.2 Hz) correle avec les deux protons H-4'. La grande constante de couplage Jnz-
Ha= 6.9 Hz indique que le proton H-3' est en position axiale. Le proton H-5' (3.59, m) est localisé sur
le spectre ROESY (Figure 75) par sa corrélation avec le proton H-1". 1l couple, sur le spectre COSY,
avec les deux protons H»-6'. Cet hexose est un 4-deoxyhexosulose, la configuration du proton
anomérique S a été confirmée par 1I’observation sur le spectre ROESY des effets rOe entre les protons
H-1'/H-3' et H-1'/H-5". Les valeurs des déplacements chimiques des carbones de ce hexose (Tableau
34), attribuées par analyse du spectre HSQC (Figure 76) sont en accord avec celles d’un 4-
deoxyhexosulose (Bock et al., 1983; Agrawal, 1992).
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Figure 74 : Spectre COSY de la partie osidique du composé St4.
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Figure 75 : Spectre ROESY de la partie osidique du composé St4.
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Figure 76 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé St4.

Le point d’ancrage sur la génine en C-3 est déduit par la présence d’une tache de corrélation
entre C-3/H-1"sur le spectre HMBC (Figure 77).
La corrélation 3Ju.c observée sur le spectre HMBC (Figure 77) entre le carbone C-2' du sucre

et le proton H-2 montre que ce sucre est attaché a I’hydroxyle en position 2 de la génine.
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Figure 77 : Spectre HMBC de la partie osidique du composé St4.

La stéréochimie des carbones de St4 est déterminée par des effets rOe observés sur le
spectre ROESY (Figures 75, 78-80) :
La position p-axiale du proton H-19 est confirmée par les effets rOe observés entre ce proton
et les protons H-2 et H-8.
L’orientation S-axiale de proton H-18 est déterminée par les effets rOe entre H-18/H-21 et
H18/H-22
Les effets rOe observés entre les protons H-3 et H-5 confirment 1’orientation a-axiale de ces
deux protons.

I’orientation « -axiale de H-17 est confirmée par des effets rOe observés entre H-17/H-12.
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CH,OH

Figure 78 : Effets rOe observés sur le spectre ROESY des protons du composé St4.
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Figure 79 : Spectre ROESY du composé St4.
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Figure 80 : Spectre ROESY du composé St4.
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Tableau 34 : Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHz) et RMN C (125 MHz) du composé
St4 dans CDsOD.

N° St4 (CDsOD) Hamed et al., 2006 (CD30OD)
dn (M, Jen Hz) dc dn (M, Jen Hz) dc
1 2.42 (dd, 12.3-4.2) 37.5 - 37.2
0.89 (t, 12.2)
2 4.14 (ddd, 12.0, 9.9, 4.1) 70.0 - 69.7
3 4.01 (td, 10.0-6.2) 73.8 - 73.3
4 1.54 (m) 33.8 - 33.6
5 1.38 (m) 46.2 - 47.1
6 1.4 (m) 28.5 - 28.3
1.21 (td, 14.1-3.1)
7 2.08 (m) 28.6 -
1.15 (m) 28.1
8 1.78 (td, 9.0-2.1) 42.5 - 41.3
9 1.13 (td, 12.0-3.0) 514 - 46.0
10 - 42.6 - 41.9
11 1.63 (m) 24.1 - 22.5
12 1.52 (m) 41.3 - 40.9
1.43 (m)
13 - 51.1 - 50.7
14 - 86.4 - 86.0
15 1.74 (m) 33.3 - 32.3
2.16 (m)
16 1.18 (m), 1.89 (m) 28.0 - 27.5
17 2.85 (dd, 9.5-5.7) 52.1 2.86 (dd, 5.7-3.1) 51.8
18 0.92 (s) 16.5 0.96 (s) 15.9
19 3.9(d, 11.7) 60.5 3.90 (d, 11.4) 60.0
3.63(d, 12.1) 3.64 (d, 11.4)
20 - 178.5 - 178.1
21 4.94 (dd, 18.4-1.7) 75.4 5.00 (dd, 18.4-1.5)
5.06 (dd, 18.4-1.7) 4.90 (dd, 18.4-1.5) 75.3
22 5.92 (t, 1.6) 117.8 5.93 (d, 1.5) 117.9
23 - 177.3 - 177.2
4-deoxyhexosulose -
1 4,51 (5) 97.5 4.51(s) 97.1
2' - 92.9 - 92.8
3' 3.64 (dd, 6.9-5.2) 74.1 3.61 (t, 2.0) 73.7
4" 1.75 (m) 34.1 1.76 (m) 33.6
1.66 (m) 1.68 (m)
5' 3.59 (m) 74.1 3.65 (m) 70.7
6" 3.61 (m) 65.7 3.63 (m), 3.6 (m) 65.3
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La structure du compose St4 est établie comme le 12-dehydroxyghalakinoside (Figure 81)

isolé précedemment de Pergularia tomentosa (Apocynaceae) (Hamed et al., 2006).

Figure 81 : Structure du composé St4.

1.5. Détermination structurale du composé St5

Sur le spectre de RMN *H (500 MHz, DMSO) (Figure 82) et 13C (125 MHz, DMSO) (Figure
83) de St5, comparativement aux dH et dc de St4, on observe un signal supplémentaire déblindé a Jn
9.97 (s) et oc 209.3 attribuable a un aldéhyde (CHO). Le proton a 61 9.97 corréle sur le spectre HMBC

(Figure 84) avec le carbone déblindé C-10 (Jc 52.7), suggérant que la fonction aldéhyde est
positionnée sur le carbone C-10.

St5
Méthyle
1
Protons osidjques '
CHO
! H-22
i
10 a s 7 e s 4 3 2 1 pp

Figure 82 : Spectre de RMN H (500 MHz, DMSO) du composé St5.
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Figure 84 : Spectre HMBC du composé St5.
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Sur le spectre COSY (Figure 85), aucune corrélation n’est observée avec le proton H-1". Cette
donnée traduit I’absence de proton en position 2' (Tableau 35). Par ailleurs le spectre HMBC (Figure
86) montre une tache de corrélation entre le carbone C-2' (90.7 ppm) et le proton H-1' (4.53 ppm). Le
proton H-3' (on 3.46, sl) correle sur le spectre COSY avec le proton H-4' (6n 1.54, m) qui a son tour
corréle avec H-5' (o, 3.95, m). Ce dernier couple avec le proton H-6' (1.1, d, J=6.2).

Les déplacements chimiques des carbones de 1I’hexose attribués par I’analyse du spectre HSQC
(Figures 87-88) et les valeurs des constantes de couplage entre les protons (Tableau 35) indiquent
qu’il s’agit du 4,6-dideoxy-f-hexosone (Bock et al., 1983; Agrawal, 1992).

L’orientation f-axiale du proton H-1' est confirmée par I’effet nOe observé entre les protons H-5"ax/H-
1' (Figure 89).

La corrélation 3Jy.c observée sur le spectre HMBC (Figure 86) entre le proton anomérique H-
1" et le carbone C-3 montre que ce sucre est attaché a I’hydroxyle en position 3.

Les déplacements chimiques du carbone C-3' dans les composés St4 et St5 ainsi que celle du

proton H-5' et la multiplicité de H-3" indiquent une inversion de la configuration de C-3' dans le St5.
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Figure 85 : Spectre COSY de la partie osidique du composé St5.
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Figure 86 : Spectre HMBC de la partie osidique du composé St5.
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Figure 87 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé St5.
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Figure 88 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé St5.
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Figure 89 : Spectre NOESY de la partie osidique du composé St5.
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Tableau 35 : Déplacements chimiques en RMN H (500 MHz) et RMN C (125 MHz) du composé
St5 dans le DMSO.

N° St5 (DMSO)
dn (M, Jen Hz) dc dH (M, Jen Hz) dc
1 1.01 (t, 12.4) 35.8 16 1.78 (m) 26.6
2.23 (dd, 12.6-4.4) 2.0 (m)
2 3,7 (td, 9.9-4.6) 68.8 17 2.72 (dd, 9.3-5.7) 50.4
3 3,78 (td, 11.3-4.1) 71.6 18 0.7 (s) 15.9
4 1.22 (m) 334 19 9.97 (s) 209.3
1.6 (m)
5 1.5 (m) 42.8 20 - 176.6
6 1.56 (m) 27.5 21 4.88 (dd, 18.4-1.6) 73.6
1.89 (d, 3.1) 4.95 (dd, 18.4-1.6)
7 1.1 (m) 27.6 22 5.90 (s) 116.8
2.15 (dl, 10.9)
8 1.39 (m) 42.2 23 - 174.3
9 1.38 (m) 47.8 4,6-dideoxy hexosone
10 - 52.7 1' 4.53 (s) 94.2
11 1.58 (m) 21.8 2' - 90.7
12 1.29 (m) 38.8 3 3.46 (sl) 70.1
1.37 (m)
13 - 49.5 4' 1.54 (m) 38.0
14 - 83.7 5' 3.95 (m) 65.7
15 1.56 (m) 31.9 6' 1.1(d, 6.2) 21.4
1.93 (m)

La structure finale de St5 est établie comme la calactine (Figure 90) isolée précédemment de
Pergularia tomentosa (Apocynaceae) (Hamed et al., 2006; Gohar et al., 2000), de Asclepias linaria
(Apocynaceae) (Hernandez-Quiroz et al., 1994) de Asclepias vestita (Apocynaceae) (Cheung et al.,
1989) et de Calotropis gigantea (Linn.) R. Br. ex Ait (Apocynaceae) (De et al., 1988).

At .
\\\\\\\ 0]

H A H
Figure 90 : Structure du composé St5.
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1.6. Determination structurale du composé St6

Le spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCls) (Figure 91) du composé St6 montre 3 protons
aromatiques (6.6-7.7 ppm) révéle la présence d’un noyau aromatique tri-substitué et un singulet

intégrant pour 3H qui est situé a 3.99 ppm attribuable a un groupement méthoxy (OCHy).

D’aprés les valeurs des constantes de couplages (Tableau 36), les trois signaux sont
positionnés en ortho (d, J= 8 Hz), ortho et meta (dd, J= 8 et J= 2.0 Hz) et meta (d, J= 2.0 Hz) sur le

noyau aromatique.
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Figure 91 : Spectre de RMN H (500 MHz, CDCIs) du composé St6.

Sur le spectre de RMN *3C (125 MHz, CDCls) (Figure 92) du composé St6 nous retrouvons 6
carbones aromatiques (112-150 ppm), un méthoxy a 56.1 ppm et un carbone de carbonyle situé a
169.6 ppm.
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Figure 92 : Spectre de *C (125 MHz, CDCl3) du composé St6.

Les corrélations observées sur le spectre HMBC (Figures 93, 94) entre le proton H-5 résonant
sous forme de doublet (dn 7.0, J =8.3) et les carbones quaternaires déblindé C-3 et C-4 résonant a
148.2 et 150.8 ppm, permettent de placer le groupement hydroxyle en position C-4 et le méthoxyle en
position C-3. Sur le spectre COSY (Figure 95), les protons de méthoxyle couplent avec le proton H-
2 résonant a 7.62 ppm sous forme de doublet (J= 1.8 Hz). Ce dernier correle sur le spectre HMBC
avec le carbonyle résonnant a 6c 169.6 ppm, ce qui permet de placer ce carbonyle sur le carbone
aromatique C-1 (dc 121.1 ppm) (Figure 94).

Le proton H-6 (7.74, dd, J = 8.3-1.9 Hz) est placé grace a sa corrélation avec les protons H-2
(en meta) et H-5 (en ortho) sur le spectre COSY. Le spectre HSQC (Figure 96) attribue leurs carbones
respectivement a oc 125.1, 112.1 et 114.2 ppm.

HvmBe 7~ X

COSY >

Figure 93 : Corrélations HMBC et COSY du compose St6.
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Figure 94 : Spectre HMBC du composé St6.
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Figure 95 : Spectre COSY du composé St6.
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Figure 96 : Spectre HSQC du composé St6.

Tableau 36 : Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz) du composé
St6 dans CDCls.

N° St6 (CDCls3) Wang et al., 2011; Yaguchi et al., 1988
(CsDsN)
on (m, J en HZz) dc OH (m, J en Hz) dc
1 - 121.1 - 123.4
2 7.62 (d, 1.8) 112.1 8.00 (d, 2.0) 113.7
3 - 148.2 - 128.0
4 - 150.8 - 152.4
5 7.00 (d, 8.3) 114.2 7.24(d, 8.1) 115.9
6 7.74 (dd, 8.3-1.9) 125.1 8.09 (dd, 8.1-2.0) 124.7
OCH3s 3.99 (s) 56.1 3.78 (s) 55.6
COOH - 169.6 10.40 (brs) 169

L’ensemble de nos données spectrales comparées a celles rapportées dans la littérature nous
permet d’établir I’acide vanillique (Figure 97) comme structure du composé St6 (Wang et al., 2011;
Yaguchi et al., 1988).
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OH
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Figure 97 : Structure du composé St6.
1.7. Détermination structurale du composé St7

Le spectre de RMN 'H (500 MHz, CD3;0D) du composé St7 (Figure 98) présente le signal du

proton anomerique a on 4.76 (d, J=7.5 Hz) suggeére la présence d’une unité osidique par rapport au

composé St6.

Sur le spectre de 13C (125 MHz, CD30D) (Figure 98) du composé St7 nous retrouvons presque
les mémes signaux que ceux du composeé St6, sauf I’absence du signal du carbonyle et I’apparition de
six signaux des carbones résonnant dans une zone des carbones osidiques (61.3-102.4 ppm) dont

I’anomeére est détecté a 102.4 ppm.
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Figure 98 : Spectres de RMN H (500 MHz, CD3s0D) et *C (125 MHz, CD30D) des composés
St7 et St8.

Sur le spectre de HMBC (Figures 99-101) de St7 :

— les corrélations 2Jus-ca, 2Jns-ca, 2Inz-ca, 2Jns-cs et 2Jnz-cs permettent de localiser respectivement les

carbones oxygénés C-4 et C-34 141.7 et 147.8 ppm.

— lacorrélation entre les protons du méthoxy et le carbone C-3 (147.8 ppm) indique sa substitution

en C-3.
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— Lacorrélation observée entre le proton anomérique H-1'et le carbone C-1 (151.4 ppm) montre que
ce sucre est attaché a 1’hydroxyle en position C-1. Ce dernier a été attribué par ses corrélations avec
les protons H-2, H-5 et H-6.

Figure 99 : Corrélations HMBC du composé St7.
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Figure 100 : Spectre HMBC des composés St7 et St8.
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Figure 101 : Spectre HMBC des composés St7 et St8.

A partir du proton anomérique a 4.76 ppm (d, J=7.5 Hz), six protons osidiques sont identifiés
a partir du spectre COSY (Figure 102). Les valeurs des constantes de couplage et les déplacements
chimiques des carbones de ce sucre (Tableau 37), attribués a partir du spectre HSQC (Figures 103,

104) sont en accord avec un S-D-glucopyranose.
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Figure 102 : Spectre COSY des composés St7 et St8.
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Figure 103 : Spectre HSQC des composés St7 et St8.
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Figure 104 : Spectre HSQC du composés St7 et St8.

Tableau 37 : Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz) du composé
St7 CD30D.

N° St7 (CD3OD) Zhong et al.,
1999 (CDsOD)
OH (m, J en Hz) dc dc
1 - 151.4 152.9
2 6.79 (d, 2.7) 102.4 104.0
3 - 147.8 149.3
4 - 141.7 143.0
5 6.73 (d, 8.6) 114.6 116.0
6 6.61 (dd, 8.6-2.7) 108.6 110.0
OCHs 3.85 (s) 55.0 55.6
Glc
1 4.76 (d, 7.5) 102.4 103.8
2' 3.43 (m) 73.6 75.1
3 3.44 (m) 76.6 78.2
4' 3.37 (t, 8.7) 70.2 71.6
5' 3.41 (m) 76.6 77.9
6' 3.70 (dd, 12.0-5.8) 61.3 62.7
3.92 (dd, 12.0-2.2)
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L’ensemble des analyses spectrales de RMN nous a permis d’identifier le composé St7 comme étant
le 1-O-p-D-glucopyranosyl-3-méthoxy-4-hydroxyphényl (Tachioside) (Figure 105), isolé de Salsola
komarovii (Cho et al., 2014) et de Myrsine seguinii (Myrsinaceae) (Zhong et al., 1999).

OH
OCHj

OH

Glc
(0]
HO
|1;Sé::;§&//o
OH

Figure 105 : Structure du composé St7.

1.8. Détermination structurale du composé St8

La comparaison des spectres de RMN *H (500 MHz, CDsOD) et 3C (125 MHz, CD3;0D) des
composés St7 et St8 indiquent que St8 présente une unité osidique supplémentaire.

Le spectre de RMN *H de St8 (Figure 98) montre deux protons anomériques a 4.73 (d, J=7.5
Hz) et 5.0 ppm (d, J= 2.5 Hz), trois protons aromatiques et un groupement méthoxy.

Le spectre de *C de St8 (Figure 98) présente 6 carbones aromatiques (102.6-151.4 ppm) et 11
carbones oxygénés appartenant a deux unités osidiques, un hexose et un pentose dont les anomeéres
sont localises a 102.4 et 109.6 ppm, respectivement.

A partir du proton anomérique a on 4.73 (d, J=7.5) I’analyse du spectre COSY (Figure 102)
permet d’attribué les six protons d’un hexose. Les valeurs calculés des constantes de couplage et les
déplacements chimiques des carbones de ce sucre, attribués a partir du spectre HSQC (Figures 103,
104) révelent la présence d’un f-D-glucopyranose (Tableau 38).

A partir du proton anomerique a Jx 5.0 (d, J=2.5), I’expérience COSY permet d’attribuer le
proton H-2" et de caractériser deux méthylénes oxygenés I’un endocyclique et 1’autre exocyclique
d’un p-D-apiofuranosyl (Tableau 38).

La glycosylation de St8 est confirmeé par la corrélation observée sur le spectre HMBC (Figure
101) entre le proton H-1' du glucose (4.73 ppm) et le carbone C-1 (151.4 ppm).
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L’enchainement

S-D-apiofuranosyl-(1—6)-f-D-glucopyranosyl

est

établi

d’apres

la

corrélation observée sur le spectre HMBC entre le carbone H-1" et H-6'a et H-6'b (Figures 101, 106).

O Api

OH OH

HO

OH
OCHj

2
Glc ‘/ji

o

OH

Figure 106 : Corrélations HMBC du composé St8.
Tableau 38 : Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz) du composé

St8 dans CDs0OD.
N° St8 (CDsOD) Kanchanapoom et al., 2002
(CD30D)
dn (m, J en HZz) dc OH (m, J en Hz) dc
1 - 151.4 - 152.7
2 6.83 (d, 2.7) 102.6 6.75 (d, 2.7) 103.7
3 - 147.8 - 149.2
4 - 141.7 - 143.0
5 6.7 d 114.7 6.70 (d, 8.5) 116.1
6 6.61 (d, 8.6-2.7) 108.6 6.58 (dd, 8.5, 2.7) 110.1
OCHs 3.66 (s) 55.0 3.82 (s) 56.5
Glc
1' 4.73 (d, 7.5) 102.4 4.70 (d, 7.3) 104.0
2' 3.43 (m) 73.6 3.35 (dd, 9.0-7.3) 74.9
3' 3.45 (m) 76.6 3.53 (dd, 9.0-7.8) 78.0
4' 3.33 (m) 70.3 3.39 (dd, 9.0-7.8) 71.6
5' 3.56 (dd, 9.7-1.9) 75.5 3.52 (m) 76.9
6' 4.05 (dd, 11.0-1.8) 67.4 3.60 (dd, 10.7-6.4) 68.7
3.63(dd,11.0-6.5) 4.00 (brd, 10.7)
Api
1" 5.0 (d, 2.5) 109.6 4,97 (d, 2.2) 110.9
2" 3.92 (d, 2.5) 76.6 3.89 (d, 2.2) 77.9
3" - 79.1 - 80.5
4" 3.77 (d, 9.5) 73.6 3.74 (d, 9.5) 74.9
3.98 (d, 9.7) 3.95 (d, 9.5)
5" 3.59 (s) 64.1 3.56 (s) 65.5
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La structure finale du composé St8 est établie comme le 1-O-4-D-apiofuranosyl-(1—6)-4-D-
glucopyranosyl-3-méthoxy-4-hydroxyphényl (Canthoside C) (Figure 107), isolé précédemment de
Anodendron formicinum (Apocynaceae) (Qin et al., 2014) et de Canthium berberidifolium
(Rubiaceae) (Kanchanapoom et al., 2002).

OH
OCHjs
O Api

0
HO
HO 0

OH
OH OH

Figure 107 : Structure du composé St8.

1.9. Détermination structurale du composé St9

Le spectre de RMN *H (500 MHz, CDs;OD) (Figure 108) et $3C (125 MHz, CD3;0D) (Figure
109) présentent des signaux des unités osidiques [(6H 3.38-5.4) (d¢c 62.2-105.3)].

A partir du proton anomérique (on 5.4, d, J=3.8 Hz), les six protons d’un hexose sont attribués
a I’aide du spectre COSY (Figure 110). Les valeurs de constante de couplage indiquent une
configuration trans-diaxiale des protons H-2, H-3, H-4 et H-5 et une position équatoriale de proton H-
1 (Jn1-H2= 3.8 Hz) suggérant un a-D-glucopyranose (Bock et al., 1983; Agrawal, 1992).

Les deplacements chimiques des carbones du a-D-glucose sont attribués par 1’analyse du
spectre HSQC (Figure 111) et sont en accord avec ceux de la littérature (Andrk De Bruyn, 1991).

L’interprétation des corrélations observées sur le spectre COSY a partir du proton H-3' situé a
4.12 ppm (d, J= 8.3 Hz) permet de repérer le proton H-4' par la corrélation H-3'/H-4" a 4.05 ppm (t,
J= 8.1 Hz), puis le proton H-5' situé a 3.78 ppm (m) par la corrélation H-4'/H-5', ensuite la corrélation
H-5'/H-6" permet de localiser ce dernier sous forme d’un multiplet & 3.79 ppm.

Sur le spectre COSY, aucune corrélation n’est observée avec les protons H-1'a (d, J= 12.3 Hz)
et H-1'b (d, J= 12.3 Hz). Cette donnée traduit 1’absence de proton en position C-2'.

Les valeurs des constantes de couplage obtenues sur le spectre de RMN H (Tableau 39)
indiquent une position transdiaxiale de tous les protons, H-3', H-4'et H-5' suggérant la présence d’un
p-D-fructofuranose (Bock et al., 1983; Agrawal, 1992 ).
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Le proton anomérique H-1 (5.4, d, 3.8 Hz) corréle sur le spectre HMBC (Figure 112) avec le
carbone C-2' (105.3 ppm) indiquant que le a-D-glucopyranose est relié au carbone 2' du fructose.

Protons osidiques

GHP1 A

Proton anomérique [

Figure 108 : Spectre de RMN H (500 MHz, CDsOD) du composé St9.

AHEF1 I'mcsch

e . PEpErp—) . ™

I*J.ﬂmw%#w"'ﬁlf“—wﬁ

| Y T I

Carbones osidique

105 100 a5 o0 as B0 75 TO 55 (=7 =141

Figure 109 : Spectre de RMN 3C (125 MHz, CD30D) du composé St9.
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Figure 110 : Spectre COSY du composé St9.
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Figure 111 : Spectre HSQC du composé St9.
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Figure 112 : Spectre HMBC du composé St9.
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Tableau 39 : Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz) de St9 dans
CD30OD.

N° St9 (CD3OD) De Bruyn, 1991 (D20)
dn (M, JH2) dc dn (M, J H2) dc
Glc Glc
1 5.4 (d, 3.8) 93.6 5.42 92.9
2 3.45 (dd, 9.8-3.8) 73.2 3.57 71.9
3 3.73 (m) 74.7 3.48 734
4 3.38 (t, 9.3) 71.3 - 70.0
5 3.72 (t, 9.0) 74.4 - 73.2
6 3.73 (dd, 12.2-4.8) 62.2 - 61.0
3.83 (dd, 12.0-2.2)
Frc Frc
1 3.62(d, 12.3) 64.0 - 62.5
3.66 (d, 12.3)
2' - 105.3 - 104.5
3 4.12 (d, 8.3) 79.3 4.25 77.8
4' 4,05 (t, 8.1) 75.7 4.06 75.4
5' 3.78 (m) 83.81 - 82.2
6' 3.79 (m) 63.4 - 63.2

La comparaison des valeurs de RMN avec les données de la littérature permet d’identifier le
compose St9 (Figure 113) comme étant le «-D-glucopyranosyl-(1—2)-p-D-fructofurannoside
(Saccharose) (De Bruyn, 1991).

CH,OH
L 5 CH,OH
O.OH
OH
5 CH,OH
OH
OH OH

Figure 113 : Structure du composé St9.

1.10. Détermination structurale du composé St10
L’examen du spectre RMN H (500 MHz, CDClIs) (Figure 114) du composé St10 montre :
— untripleta én 0.91 ppm (J=7.0 Hz) correspondant au groupement méthyle.
— un autre triplet a dn 2.24 ppm (J = 7.8 Hz) d’intégration 2H correspondant aux deux protons du

groupement CH: en position alpha d’un C=0.
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— un multiplet a 61 1.66 ppm d’intégration 2H correspondant aux protons du groupement CH> en
position béta d’un C=0.
— un signal complexe & dn 1.3 ppm correspondant a plusieurs groupements méthylenes.

L’allure générale du spectre RMN *H, suggére que ce composé est de nature terpénique

linéaire.
ZK-GH27-3Z dans CDC13

proton B om raa oM nehsnLCam = Ho o
o 1 o o W | (Y= TS BT Y- Tt e e R AR R — o oon 00
t\ 1 1ed _|_|,.|7_T _l\]._l'_'_'_ll.__._'_' - coo
[/ N4 Y VAT |/

H-4 a H-17

~

T T
24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 1.2 1.1 1.0 09 0.8 ppm

Figure 114 : Spectre de RMN H (500 MHz, CDCls) du composé St10.

Le spectre de RMN 3C (125 MHz, CDClIs) (Figure 115) montre 18 carbones répartis comme
suit :
— un carbone tertiaire a 6c 14.1 ppm, correspondant au groupement CHz-18.
— deux carbones vinyliques a 129.8 et 130.0 ppm.
— un massif de carbones résonant entre 29.1 et 29.8 ppm, attribuables aux CHa.
L’ensemble de ces données permettent de suggeérer la structure suivante pour le composé St10:
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ZE-GEH27-32 dans CDCL3
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Figure 115 : Spectre de RMN 3C (125 MHz, CDCls) du composé St10.

La corrélation observée sur le spectre COSY (Figure 116) entre les protons vinyliques H-9,10
résonant a 5.36 ppm et les protons vicinaux H-8,11 résonant & 2.04 ppm permet de localiser la double
liaison en C-9-C-10.
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Figure 116 : Spectre COSY du composé St10.

L’analyse du spectre HSQC (Figure 117) permet de corréler chaque carbone a son proton

correspondant.
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Figure 117 : Spectre HSQC du composé St10.
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Le spectre HMBC (Figure 118) montre les corrélations suivantes entre :

les protons de groupement CHs-18 (0.91, t, J=7.0) et les carbones C-16 et C-17 résonant a 31.9
et 22.7 ppm respectivement.

les protons éthyléniques a 5.36 ppm (m) et les carbones C-8 et C-11 résonant a 27.2 ppm.

les protons de groupement CH»-2 résonant sous forme de triplet a 2.24 ppm (J=7.8) et le

carbone C-3 a 25.5 ppm.
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Figure 118 : Spectre HMBC du composeé St10.
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Tableau 40 : Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHZ) et RMN 3C (125 MHz) du composé
St10 dans CDCls.

St10 (CDClIs)
dn (M, Jen Hz) oc
2 2.24 (t, 7.8) 35.9
3 1.66 (m) 255
8,11 2.04 (m) 27.2
9 5.36 (M) 130.0
10 129.8
4-15 (4-17) 1.28-1.35 (m) 20.1-29.8
16 - 31.9
17 - 22.7
18 0.91 (t, 7.0) 141

L’ensemble de nos données spectrales comparées a celles rapportées dans la littérature nous

permet d’établir I’acide oléique comme structure du composé St10 (Figure 119) (Oscar et al., 2003).

Figure 119 : Structure du composé St10.

1.11. Détermination structurale du composé St11

Sur le spectre de RMN *H de St11 (Figure 120) sont repérés les signaux suivants :

un triplet intégrant pour 3H & o 0.91 (t, J = 7.1 Hz) caractéristique d’un méthyle en position

terminale.

— unautretripleta oy 2.38 ppm d’intégration 2H correspondant aux deux protons du groupement
CH> en position alpha d’un C=0 (J = 7.7 Hz).

— deux doublets de doublets intégrant chacun pour un proton résonnant respectivement a o1 3.63
et 3.73 ppm indiquant la présence d’un méthyléne oxygéné.

— deux doublets de doublets intégrant chacun pour un proton a oy 4.18 et 4.24 suggeérent
I’existence d’un méthyléne oxygéné dans la structure.

— un multiplet déblindé intégrant pour un proton résonnant a Jn 3.96 indiquant une seconde

position hydroxylée dans la molécule.
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Figure 120 : Spectre de RMN *H (500 MHz, CDCls3) du composé St11.

Sur le spectre de RMN 3C (125 MHz, CDCls) de St11 (Figure 121) sont visualisés 19
sighaux :

— un carbonyle d’ester a 174.4 ppm.
— trois carbones oxygénés a dc 63.3, 65.2 et 70.3 ppm.

— un ensemble de carbones résonant entre dc 22.7 et 34.2 ppm, attribuables aux CHo.

ZK-GHZ51 dans CDC13

13C

c-14'

c-1'
T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 80 B8O TO 60 50 40 30 ppm

Figure 121 : Spectre de RMN 3C (125 MHz, CDCls3) du composé St11.
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Le spectre HMBC (Figures 122-124) montre des corrélations entre le carbonyle résonnant a
174.4 ppm (C-1") et les protons du méthyléne oxygéné (CH: -1) résonnant a 4.18 (dd, J=11.7-6.2) et
4.24 (dd, J=11.7-4.6), ce dernier correle avec les carbones résonnant a ¢c 70.3 et 63.3 (C-2, C-3)
indiquant la présence d’un hydroxyle en position 2 et 3 de la molécule. Les protons méthylénes (CH»-
1, CH-3) correlent sur le spectre COSY (Figure 125) avec le proton oxyméthyne (CH-2) a 3.96 ppm.
Le carbone C-1 est localisé a dc 65.2 grace au spectre HSQC (Figure 126). Ces résultats permettent

d’établir le fragment suivant :

Figure 122 : Corrélations 2Ju.c et 2Ju-c des protons 1, 2 et 3 observés sur les spectres HMBC

et COSY.
On observe aussi une corrélation entre le carbonyle résonnant a 174.4 ppm et les protons du
méthyléne non oxygené (CH2-2") resonnant a on 2.38 (t, J=7.7 Hz). Ce dernier correle avec les

carbones résonnant entre 25 et 30 ppm suggérant I’existence d’une chaine alkyle.

L’analyse du spectre COSY (Figure 125) montre des taches de corrélations entre les protons du
méthyle (CH3-16") résonnant a dn 0.91 (t, J=7.1 Hz) et les protons du CH> résonant entre 1.27 et 1.33
ppm, ce qui nous permet la localisation de ces protons a la fin de la chaine alkyle.

@)

s i N g
OH
7~ X HMBC
______ COosYy
Figure 123 : Corrélations 2Ju.c et 3Ju.c des protons 2', 3', 14, 15' et 16' observés sur les spectres
HMBC et COSY.
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Figure 124 : Spectre HMBC du composé St11.
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Figure 125 : Spectre COSY du composé St11.
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Figure 126 : Spectre HSQC du composé St11.

Tableau 41 : Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz) du composé
St11 dans CDCls.

N° St11 (CDCls)
O (M, J en Hz) dc
1 4.18 (dd, 11.7-6.2) 65.2
4.24 (dd, 11.7-4.6)
2 3.96 (m) 70.3
3 3.63 (dd, 11.4-5.8) 63.3
3.73 (dd, 11.5-3.9)
1 - 174.4
2' 2.38 (t, 7.7) 34.2
3' 1.66 (m) 24.9
4'-13' 1.27-1.33 (m) 29.1-29.7
14 31.9
15' 22.7
16" 0.91(t, 7.1) 14.1

Toutes ces données nous permettent de proposer pour le composé St11, la structure suivante :

Glycérol monopalmitate (Nogueira Fernandes et al., 2012) (Figure 127).
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: - M < N
2
Ho/ﬁ/\o " (CH/Z)N
2' 15'

Figure 127 : Structure du composé St11.
2. Détermination structurale des composés isolés de Traganum nudatum Del.
2.1. Détermination structurale du composé Tnl

Le spectre de RMN H (600 MHz, CD3zOD) de Tnl (Figure 128) présente un profil d’un
flavonoide diglycosylé. Ce flavonoide est caractérisé par deux doublets & 61 6.21 ( J= 2.1 Hz) et dn
6.41 (J= 2.1 Hz) attribuables a H-6 et H-8, respectivement, un systéme ABX constitué des protons
H-2' (8.05, d, J= 2.1 Hz), H-5' (6.93, d, J= 8.4 Hz) et H-6' (7.63, dd, J= 8.4-2.1 Hz) et un singulet
d’intégration 3H a 1 3.99 ppm indiquant la présence d’un groupement méthoxyle.

Le spectre de RMN *H de Tn1 présente également les signaux de deux protons anomériques
résonnant a on 5.24 (d, J=7.9) et 4.55 (d, J=1.6 Hz).

=

H-5 Protonsjosidiques
. - i H-8 H-6 Protong anomériques
H-2 H-6 , I
! ' | | 1
1 T i J Al ﬁ[‘ 1 J L
T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 3.5 30 25 20 15 ppm

Figure 128 : Spectre de RMN *H (600 MHz, CD30D) du composé Tn1.

180



Chapitre 1 Détermination structurale des composés isolés

Sur le spectre de RMN C (150 MHz, CD30D) (Figure 129) nous distinguons un carbone de
méthoxyle situé a 56.9 ppm, deux carbones anomériques a 101.9 ppm et 105.0 ppm, un carbone de
méthyle & 18.0 ppm, onze carbones oxygénés résonnant entre (67.4-105.0 ppm) et le reste des carbones
sont détectés entre (95.1-179.4 ppm).

EKEZY carbone

Carbones aromatiques Carbones anomériques ~ Carbones OS'd'QUESOCH3
[ | \
; 1 él.‘ |Il:l|.| ) 1 Flj".' 1 ‘LIL. 1“;'.\ |I.I1U |.£‘|.| 1 'Il;:l 1 |I.'H} i “'I.;'U EIIU ' flll.i '.'iILIJ I:F".l llf'-l‘:' : .‘I‘! IF‘I"’HI

Figure 129 : Spectre de RMN 3C (150 MHz, CD30D) du composé Tn1.

A partir du proton anomérique (on 5.24, d, J=7.9 Hz), les sept protons d’un hexose sont

attribués a I’aide du spectre COSY (Figures 130, 131). Les constantes de couplage calculées (Tableau
42) sur le spectre de RMN H laissent supposer qu’il s’agit d’un galactose caractérisé par la position
équatoriale du proton H-4" ( dl, J= 3.4 Hz), tandis que les protons, H-2" (dd, J= 9.7-7.8 Hz), H-3"
(dd, J=9.7-3.5 Hz) et H-5" (tl, J= 6.7 Hz) sont en position trans-diaxiale. Les déplacements chimiques
(Tableau 42) des carbones du S-D-galactose sont attribués par I’analyse du spectre HSQC (Figure 132)
et sont en accord avec ceux de la littérature (Agrawal, 1992; Bock et al., 1983).
A partir du deuxieme proton anomeérique a 4.55 ppm est identifié¢ a 1’aide des spectres COSY (Figure
130) et HSQC (Figure 133), un a-L-rhamnopyranose caractérisé par son proton H-2" (dn 3.6, dd,
J=3.4-1.7) en position équatoriale et le doublet de H-6"". Les valeurs des déplacements chimiques des
carbones osidiques, attribues a partir du spectre HSQC (Figures 132, 133), correspondent a celles d’un
a-L-rhamnose terminal (Agrawal, 1992).
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Figure 130 : Spectre COSY du composé Tn1.
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Figure 131 : Spectre COSY du composé Tn1l.
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Figure 132 : Spectre HSQC du compose Tnl.
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Figure 133 : Spectre HSQC du composé Tnl.
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Le spectre HMBC (Figure 134) montre une tache de corrélation entre le groupement
méthoxyle (31 3.99 ppm) et le carbone C-3" (3¢ 148.4 ppm) ce qui indique que le OCHa est porté par
le carbone C-3°. D’aprés ces données on peut déduire que la génine est un isorhamnétine.

Les corrélations observée sur le spectre HMBC (Figure 134) entre H-1"/C-3 et H-1"/C-6"

indiquent le séquencage du disaccharide.
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Figure 134 : Spectre HMBC du composé Tnl.
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Tableau 42 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et RMN 3C (150 MHz) du composé
Tnl dans CDsOD.

N° Tnl (CD3OD) Buschi et al., 1982 (DMSO)
OH (m, J en Hz) dc dn (m, Jen Hz) dc
2 - 158.7 - 156.5
3 - 135.5 - 133.2
4 - 179.4 - 177.4
5 - 163.1 - 161.2
6 6.21 (d, 2.1) 100.1 6.19 (d, 2.0) 98.8
7 - 167.0 - 164.1
8 6.41 (d, 2.1) 95.1 6.48 (d, 2.0) 93.8
9 - 158.6 - 156.5
1 - 105.4 - 104.1
1 - 123.0 - 121.1
2' 8.05 (d, 2.1) 114.6 7.76 (d, 2.0) 113.6
3' - 148.4 - 149.4
4' - 150.9 - 147.0
5' 6.93 (d, 8.4) 116.0 6.84 (d, 8.0) 115.2
6' 7.63 (dd, 8.4-2.1) 123.8 7.47 (dd, 8.0-2.0) 122.1
OCHs 3.99 (s) 56.9 3.88 (s) 56.0

Gal
1" 5.24 (d, 7.9) 105.0 5.71 (d, 7.0) 100.9
2" 3.84 (dd, 9.7-7.8) 73.1 (3.10-3.80) 712
3" 3.58 (dd, 9.7-3.5) 75.1 Signal complexe 73.1
4" 3.80 (dl, 3.4) 70.1 68.2
5" 3.67 (tl, 6.7) 75.5 73.7
6" 3.47 (dd, 10.3-6.9) 67.4 65.6
3.76 (dd, 10.3-5.6)
Rha

1 4.55 (d, 1.6) 101.9 4.37 (d, 3.0) 100.2
2" 3.60 (dd, 3.4-1.7) 72.1 (3.10-3.80) 70.4
3™ 3.51 (dd, 9.5-3.4) 72.3 Signal complexe 70.7
4" 3.30 (t, 9.5) 73.8 72.0
5 3.55 (m) 69.7 68.2
6" 1.19 (d, 6.2) 18.0 1.18 (m) 17.8

Toutes ces données nous permettent de donner pour le composé Tn1l, la structure suivante :
Isorhamnétine-3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-f-D-galactopyranoside] (Figure 135) (Buschi et
al., 1982).
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OCHs

HO
OH

Figure 135 : Structure du composé Tn1.

2.2. Détermination structurale du composé Tn2

Le spectre de RMN *H (500 MHz, CD30D) de Tn2 (Figure 136) présente trois signaux des
protons anomériques résonant & on 5.59 (d, J=7.8 Hz), 4.54 (d, J=1.3 Hz) et 5.45 (d, J=0.7 Hz)
indiquant la présence d’une unité osidique supplémentaire par rapport au composé Tnl. Le spectre
RMN %3C (125 MHz, CDsOD) (Figure 137) confirme la présence de trois unités osidique.

Protons angmériques

H-o" H5 g H6 i | Pra_tons)lbsidiques
| H6 ' b [ F wam
]
COL L R
- NS P —— APy ’ — - - -I'I e —— i - — eda e 1. - —h
T T T T T T T T T T T T T T T T T
B.5 B0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3-5. 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 pm

Figure 136 : Spectre de RMN *H (500 MHz, CD30D) du composé Tn2.
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Figure 137 : Spectre de RMN 3C (125 MHz, CD3OD) du composé Tn2.

Sur le spectre COSY (Figure 138), le proton anomérique H-1"" (6n 5.45, d, J =0.7 Hz) correle
avec le proton H-2"" (81 4.04, d, J=0.9 Hz). Ce dernier ne couple avec aucun proton ce qui suggere
un carbone quaternaire en position 3. Deux systemes AB sont observés a 3.67 (d, J = 9.4 Hz) et 4.04
(d,J=9.5Hz) et 3.64 (d,J =11.4 Hz) et 3.79 ppm (d, J =11.4 Hz). Leurs carbones respectifs, attribués
a partir du spectre HSQC (Figure 139) resonnent a dc 75.6 et d¢c 66.5 ppm indiquant deux méthylénes
oxygénés dont I'un est endocyclique (6¢c 75.6, C-4"") et l'autre exocyclique (6¢c 66.5, C-5"). Le
carbone C-3"" est placé grace a sa corrélation avec les protons H-4"" et CH>OH sur le spectre HMBC
(Figure 140).
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Figure 138 : Spectre COSY du composé Tn2.

188



Chapitre 1 Détermination structurale des composés isolés

ZRFIiozs I 3™ ‘ | H-4" |
PEE 1 n " " _@" 1 -
AU SW_J lk_m_, : e
51"a 5"b i3 L]
C5"] o | o 6"
C-6" L (= G e 20
6a 6 an 1.4 1.2 1.0 ppm
a0
c-5"— =
yp— o ut &
4" 71
c-2m B2 72
c-3" om 3 1
o — ﬂ% 74
4""a . 5" Ta
= (@ LR
Ccor— =D a
c-om q"" 78
4.1 4.0 N 3.0 3.7 5.6 3.5 3.4 3.3 PEm
;:Lp:‘!-f.:fj- :|b_|_2' H_6' H_5v H-8 H'6 H-1" H-1" Jk H-1"
’I 1] H I. l. Jl ] l PR
c-8 . -
8-6 - 100
o — 6 - .
C-1 1 1
] 105
c-1"— ' 110
1
C2—1s 115
g -
C-5 2 o
120
6'
C-6' —1, — 2 S R S . .
2.0 7.5 T Lo .0 5.5 5.0 4.5 ppim

Figure 139 : Spectre HSQC du composé Tn2.
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Figure 140 : Spectre HMBC du composé Tn2.

Le séquengage de la partie osidique est réalis¢ par I’analyse du spectre HMBC (Figures 140, 141)
sur lequel, les corrélations *Ju.c suivantes sont visualisées :

- H-1"Gal/C-3.

— H-1" Api/C-2" Gal.

— H-1"Rha/C-6" Gal.
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Figure 141 : Spectre HMBC du composé Tn2.
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Tableau 43 : Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHz) et RMN C (125 MHz) du composé
Tn2 dans CD30D.

N° Tn2 (CD3OD) (Bedir et al., 2000) (CDsOD)
OH (m, Jen Hz) dc OH (m, Jen Hz) dc
2 - 158.5 - 158.9
3 - 134.7 - 135.5
4 - 179.2 - 179.5
5 - 163.2 - 163.0
6 6.21 (d, 2.0) 99.9 6.22 (d, 1.5) 99.8
7 - 166.2 - 166.1
8 6.40 (d, 2.0) 94.8 6.43 (d, 1.5) 94.9
9 - 158.4 - 158.5
1 - 105.8 - 105.5
1' - 123.4 - 123.0
2' 8.06 (d, 2.0) 114.6 8.00 (d, 1.5) 114.6
3' - 148.4 - 148.4
4' - 150.6 - 150.9
5' 6.93 (d, 8.4) 115.9 6.93 (d, 7.5) 116.0
6' 7.60 (dd, 8.5-2.1) 123.5 7.61 (dd, 7.5-1.5) 123.8
OCHs 4.01 (s) 57.1 4.00 (s) 57.0
Gal
1" 5.59 (d, 7.8) 101.3 5.60 (d, 7.5) 101.3
2" 3.98 (dd, 9.6-7.8) 76.5 4.00 (dd, 7.5-9.0) 76.4
3" 3.72 (dd, 9.5-3.2) 75.4 3.67 (dd, 9.0-4.0) 75.5
4" 3.80 (dl, 4.2) 70.4 3.80 (dd, 4.0-2.5) 70.4
5" 3.65 (m) 75.6 3.73 (m) 75.7
6"a 3.73 (dd, 10.3-5.6) 67.2 3.73 (dd, 12.0-2.5) 67.3
6"b 3.48 (dd, 10.3-6.8) 3.47 (dd, 12.0-4.5)
Rha
1 454 (d, 1.3) 101.9 455 (d, 1.5) 101.9
2" 3.59 (dd, 3.4-1.6) 72.1 3.59 (dd, 1.5-2.5) 73.5
3™ 3.52 (dd, 9.4-3.4) 72.3 3.51 (dd, 8.4-2.5) 72.8
4 3.28 (t, 9.5) 73.8 3.28 (t, 8.4) 72.1
5 3.54 (m) 69.7 3.53 (m) 69.8
6" 1.19 (d, 6.2) 17.9 1.19 (d, 6.5) 18.1
Api
1" 5.45 (d, 0.7) 110.6 5.44 (d, 2.0) 110.7
2" 4.04 (d, 0.9) 77.9 4.04 (d,2.0) 78.0
3" - 80.9 - 79.5
4""a 4.04 (d, 9.5) 75.6 4.04 (d, 10.0) 75.7
4""'b 3.67 (d, 9.4) 3.67 (d, 10.0)
5""a 3.79 (d, 11.4) 66.5 3.73 (brs) 66.5
5""b 3.64 (d, 11.4) 3.65 (brs)
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Détermination structurale des composés isolés

L’ensemble des données spectrales nous a permis d’identifier le composé Tn2 (Figure 142)

comme étant le 3-O-[3-D-apiofuranosyl-(1—2)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-4-D-galactopyranosyl]-

isorhamnétine, déja isolé d’Astragalus armatus (Khalfallah et al., 2014) et d’Astragalus vulneraria

(Bedir et al., 2000).

OCHj

H3C o HO OH OH
HO

HO
OH

Figure 142 : Structure du composé Tn2.
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Chapitre 2 Analyses LC-MS/MS

1. Résultats d’analyses LC-MS/MS des standards

Le chromatogramme d’ionisation positive et négative des 37 composés utilisés comme

standards est illustré dans la figure 143.
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Figure 143 : Chromatogramme LC-MS des standards.

Le tableau 44 représente les données obtenues a I’issue des analyses LC-MS/MS des 37

standards.
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Tableau 44. Standards analysés par LC-MS/MS en mode négatif et positif.

N° Composés tr? (IM-HT") lon Intervalle de LOD/LOQ Récupération (%)
(m/z) Fragmentations mode Equation R RSDY! linéarité (ug/L) (ug/L)e méme jour | Jour différent v

1 Coumarine 17.40 147.05 91.0-103.2 Poz y=33.64x-89700 0.994 0.01306 1000-20000 208.4/228.4 0.99947 1.00081 0.0237
2 Hespéridine 12.67 610.90 303.1-465.1 Poz y=1340.27x-43769 0.998 0.00945 25-1000 3.4/4.2 1.01733 1.01263 0.0262
3 Acide p-coumarique 11.53 162.95 119.3-93.3 Neg y=3199.20x+13002 0.992 0.01820 25-1000 7.3/9.1 1.00617 1.01224 0.0516
4 Acide o-coumarique 15.45 162.95 119.4-93.3 Neg y=1219.34x-10915 0.999 0.02730 25-1000 24.4/31.1 0.98344 0.99061 0.0513
5 Acide gallique 3.00 168.85 125.2-79.2 Neg y=226.76x+38152 0.998 0.01601 250-10000 95.5/106.9 1.00004 1.00454 0.0282
6 Acide caféique 8.80 178.95 135.2-134.3 Neg y=3963.32x+178156 0.998 0.01454 25-1000 18.4/22.4 1.00917 0.98826 0.0354
7 Acide vanillique 8.57 166.90 152.3-108.3 Neg y=35.84x-12097 0.999 0.00528 1000-20000 122.2/139.7 1.00093 1.04095 0.0508
8 Acide salisilique 11.16 136.95 93.3-65.3 Neg y=5286.26x+309192 0.989 0.01016 25-1000 5.0/6.5 1.00989 0.99013 0.0329
9 Acide quinique 1.13 190.95 85.3-93.3 Neg y=41.06x+10671 0.996 0.00259 250-10000 75.8/79.4 1.00288 0.98778 0.0082
10 A. 4-OH-benzoique 7.39 136.95 93.3-65.3 Neg y=409.03x+112079 0.998 0.01284 250-10000 33.2/38.1 0.99662 1.00058 0.0289
11 Acide férulique 12.62 192.95 178.3 Neg y=80.45%-31782 0.997 0.00708 250-10000 36.6/42.0 0.99987 1.00289 0.0494
12 Acide chlorogénique 7.13 353.15 191.2 Neg y=781.36x-18697 0.998 0.00058 25-1000 6.2/8.1 1.00806 0.99965 0.0069
13 Acide rosmarinique 14.54 359.00 161.2-197.2 Neg y=909.67x-201692 0.994 0.02014 100-5000 6.6/8.8 0.99206 1.03431 0.0713
14 Acide protocatéchique 4.93 152.95 108.3 Neg y=297.75%+30590 0.995 0.01236 100-5000 28.2/31.4 0.99404 1.01070 0.0411
15 Acide cinnamique 25.61 147.00 103.15-77.3 Neg y=9.06%-12403 0.996 0.00648 5000-20000 821.8/859.7 1.00051 0.99927 0.0143
16 Acide sinapinique 12.66 222.95 208.3-149.2 Neg y=141.96x-73294 0.992 0.01446 250-10000 78.7/86.1 1.00164 0.99962 0.0281
17 Acide fumarique 1.48 115.00 71.4 Neg y=64.99x%-11592 0.997 0.00536 100-5000 28.1/34.5 0.99748 0.99867 0.0124
18 Vaniline 10.87 151.00 136.3-92.2 Neg y=446.10%+70934 0.998 0.00696 250-10000 44.3/53.1 0.99679 0.99611 0.0280
19 Pyrocatéchol 6.48 109.00 108.35-91.3 Neg y=30.61%+14735 0.996 0.01313 1000-20000 261.1/278.4 0.99987 0.99936 0.0235
20 Acide malique 1.23 133.00 115.2-71.3 Neg y=316.95%-42041 0.999 0.00477 250-10000 55.3/67.5 1.01266 0.99836 0.0113
21 Acide syringique 9.02 196.95 182.2-167.3 Neg y=42.33%-52547 0.996 0.01049 1000-20000 212.5/233.3 0.99922 0.99977 0.0238
22 Hespérétine 31.76 300.95 164.2-136.2 Neg y=876.67x+48916 0.997 0.03209 25-1000 5.6/6.9 0.98850 0.99435 0.0562
23 Naringinine 30.68 270.95 151.2-119.3 Neg y=4315.1x+178410 0.995 0.02054 25-1000 5.4/6.4 0.99883 1.01002 0.0521
24 Rutine 12.61 609.05 300.1-271.1 Neg y=561.91%-16879 0.997 0.00473 25-1000 5.5/6.5 1.00994 0.98017 0.0159
25 Quercétine 28.17 300.90 151.2-179.2 Neg y=1198.48x+480562 0.990 0.01589 100-5000 23.3/28.9 0.98470 1.00103 0.0543
26 Quercitrine 16.41 447.15 301.1-255.1 Neg y=339.39x+38910 0.999 0.01528 100-5000 22.0/25.2 0.99726 1.00620 2.0079
27 Apigénine 31.43 268.95 117.3-151.2 Neg y=4548.36x+295252 0.990 0.02304 25-1000 5.4/6.3 1.01444 1.01331 0.0650
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28 curicine 36.65 252.95 143.3-119.4 Neg y=2032.13x+95593 0,993 0.00490 25-1000 5.4/6.2 1.00338 1.00437 2.0083
29 Liquiritigénine 25.62 254.95 119.3-135.1 Neg y=2384.96x+59141 0,996 0.01849 25-1000 5.5/6.6 1.00333 0.99957 0.0341
30 Isoquercitrine 13.42 463.00 300.1-271.1 Neg y=803.23x+4981 0,999 0.00682 25-1000 5.4/6.3 1.00594 1.00722 0.0133
31 Apigétrine 16.59 431.00 268.2-239.2 Neg y=1775.55x+91121 0,993 0.01797 25-1000 5.4/6.1 1.01394 1.00419 0.0597
32 Roifoline 16.11 577.05 269.2-211.1 Neg y=237.15x+11887 0,999 0.00747 100-5000 23.1/127.9 1.01046 1.01739 0.0941
33 Nicotiflorine 14.68 593.05 285.1-255.2 Neg y=498.38x+79274 0,991 0.00737 100-5000 22.4/25.5 1.02558 1.00970 0.0276
34 Fisétine 19.30 284.95 135.2-121.3 Neg y=547.46x+274791 0,991 0.00557 250-10000 54.4/61.4 0.99877 1.00031 0.0148
35 Lutéoline 28.27 284.75 133.2-151.2 Neg y=3272.65x+150557 0,997 0.00575 25-1000 5.4/6.5 1.00772 0.99524 0.0174
36 Miricetine 18.72 317.00 179.2-151.3 Neg y=583.55x+205727 0,999 0.00652 250-10000 53.2/57.2 0.99982 1.00042 0.0126
37 Kampférol 31.88 284.75 255.1-117.3 Neg y=26.29x+87558 0,992 0.01436 1000-20000 206.6/214.3 0.99971 0.99851 0.0209

a: temps de retention, ° : coefficient de détermination, ©: Ecart-type relatif, LOD/LOQ (ug/L): Limite de détection / Limite de quantification,® : Pourcentage d'incertitude relative.
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2. Résultats d’analyses LC-MS/MS de Traganum nudatum Del.

L’extrait hydrométhanolique de Traganum nudatum a été analysé par LC-MS/MS en mode

positif et négatif, le chromathogramme obtenu est illustré dans la figure 144.
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Figure 144 : Chromatogramme LC-MS de I’extrait hydrométhanolique de Traganum nudatum.
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Le tableau 45 représente les données obtenues grace aux analyses LC-MS/MS et par

comparaison avec 37 standards de polyphénols.

Tableau 45 : Identification par LC/MS/MS des polyphénols de 1’extrait hydrométhanolique de
Traganum nudatum.

Pics Composés tr % [M-H] lons Masse molaire
(min) (m/z) fragments (g.mol™?)
1 Acide p-coumarique 11.53 0.013 162.95 119.3-93.3 164.15
2 Acide caféique 8.80 0.001 178.95 | 135.2-134.3 180.16
3 Acide vanillique 8.57 0.57 166.90 | 152.3-108.3 168.14
4 Acide salicylique 11.16 0.016 136.95 93.3-65.3 138.12
5 Acide quinique 1.13 97.34 190.95 85.3-93.3 192.17
6 Acide 4-OH- 7.39 0.052 136.95 93.3-65.3 138.0
benzoique
7 Acide 4.93 0.077 152.95 108.3 154.12
protocatéchique
8 Acide malique 1.23 1.69 133.00 115.2-71.3 134.0
9 Isoquerceétine 13.42 0.009 463.00 | 300.1-271.1 464.37
10 Nicotiflorine 14.68 0.21 593.05 | 285.1-255.2 594.0

L’analyse de LC-MS/MS de I’extrait hydrométhanolique de T. nudatum a révelé la présence de
dix composeés dont 6 acides phénoliques et 2 flavonoides (Tableau 45, Figures 144, 145).
Toutefois, parmi les composés contenus dans cette plante, 1’acide quinique (5) est majoritaire
avec un taux de 97.34 % (Figure 144). Dans la figure 144 le pic intense avec un temps de
rétention (1.13 min) confirme sa présence. Son spectre de masse est caractérisé par un ion
pseudomoléculaire m/z 190.95 ([M-H]) et des ions fragments m/z : 93.3 ([M-H-98]- avec perte
de OH et cycle) et m/z 85.3 ([M-H-106]- avec perte de CO et cycle).

Le pic 8 correspond a I’acide malique avec un temps de rétention (1.23 min), un ion m/z 133.0
(IM-HY) et des ions fragments m/z : 115.2 ([M-H-18] avec perte de H.O) et m/z : 71.3 ([M-H-
62] avec perte de COOH et OH).

L’acide vanillique (pic 3) a été identifié a partir du temps de rétention (8.57 min) et des différentes
fragmentations m/z : 152.3 et ([M-H-15]" avec perte de CHs), m/z : 108.3 ([M-H-59] avec perte
de carboxylate et CHj3).

L’ion m/z : 152.95 ([M-H]) et I’ion fragment m/z : 108.3 ([M-H-45] avec perte de COOH)
correspondant a 1’acide protocatéchique (tr=4.93 min) (pic 7).

Les pics 9 et 10 ont été identifiés comme étant des flavonols glycosidiques. Le pic 9 correspond a
I’isoquercetine avec un temps de rétention (13.42 min), un ion m/z : 463.00 ([M-H]) et les ions
fragments m/z : 271.1 ([M-H-192] avec perte du glucose et CO) et m/z : 300.1 ([M-H-163] avec
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perte du glucose). Le pic 10 indique la présence de nicotiflorine dont le temps de rétention est égal
a14.68 min et les fragmentations correspondant a 1’ion m/z : 593.05 ([M-H-] et les ions fragments
m/z : 255.2, m/z 285.1 ([M-H-309] avec perte de glucose et rhamnose).

Les pics 1, 2, 4 et 6 ont été identifiés comme étant des acides phénoliques les moins intenses. Le
pic 1 correspond a I’acide p-coumarique avec un temps de rétention (11.53 min), un ion m/z :
162.95 ([M-H]) et des ions fragments m/z : 119.3 ([M-H-44] avec perte de carboxylate) et m/z :
93.3 ([M-H-70] avec perte de HOOCCH=C).

L’ion m/z : 178.95 ([M-H]’) avec les ions fragments m/z : 135.2 et m/z : 134.3 et le temps de
rétention 8.80 min (pic 2), I’ion m/z : 136.95 ([M-H]") (temps de rétention 11.16 min (pic 4) et
I’ion m/z : 136.95 ([M-H]") (temps de rétention 7.39 min) (pic 6) correspondent respectivement a

I’acide caféique, I’acide salicylique et I’acide 4-OH-Benzoique.

O COOH
R R
AN OH 1
HO R,
R3
R R1 R2 Rs
1 H 3 H OCHs OH
2 OH 4 OH H H
6 H H OH
7 H OH OH
0]
OH
(é)H (0]
8
R1 R2
9 OH Glc
10 H Rha (1—6)-glc

Figure 145 : Structures des composés de 1’extrait hydrométhanolique de Traganum nudatum.
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Chapitre 3 Dosage des polyphénols et Activités biologiques

1. Dosage des polyphénols totaux

Le résultat du dosage des polyphénols totaux dans I’extrait hydrométhanolique de

Traganum nudatum est résumé dans le tableau 46.

Tableau 46 : Teneur en polyphénols totaux de I’extrait hydrométhanolique de T. nudatum.

Plante Extrait Total phénolique
(ng EAG/mg d’extrait)
Traganum nudatum EMTN 62.71+10.01

EAG : équivalents d’acide gallique, EMTN : extrait hydrométhanolique de T. nudatum.

Le résultat du dosage des polyphénols montre que I’extrait hydrométhanolique de T.
nudatum contient 62.71+10.01 pg EAG/mg exprimé en pg équivalent de 1’acide gallique par
milligramme d’extrait séche de la plante.

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait hydrométhanolique de T. nudatum obtenue
lors de cette étude est plus faible que celle obtenue par d’autres auteurs (Bouaziz et al., 2009).

Les différentes teneurs en polyphénols totaux résultent de I'effet d'un certain nombre de
facteurs :

-Les facteurs climatiques et environnementaux (Harris et al., 1977).
-La méthode d’extraction et la méthode de quantification (Lee et al., 2003).

- Période de récolte.

2. Activité antioxydante

Dans la présente étude in vitro, I’activité antioxydante de I’extrait hydromeéthanolique de
Traganum nudatum a été déterminée par la méthode du DPPH, le test de blanchissement du -
carotene, la méthode d’ABTS et la méthode du CUPRAC.

2.1. Activité antioxydante déterminee par la méthode du DPPH

La capacité de I’extrait a donner un atome d’hydrogene est testée en utilisant le radical libre
stable DPPH. Le Tableau 47 montre le pourcentage d'inhibition du radical DPPH pour les

différentes concentrations de ’extrait hydrométhanolique et des standards.
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Tableau 47 : Inhibition du radical DPPH par I’extrait étudié.

Extrait Inhibition (%) Clso
3.125 pg 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 pg 100 ug 200 pg pg/mL
EMTN - 0.27+7.43 | 3.62+1.10 | 15.53+1.66 | 41.69+2.48 | 63.02+0.75 | 73.53+5.01 | 74.73+2.18
BHT 56.93+1.84 | 72.83+1.23 | 78.46+1.01 | 79.48+0.31 | 80.03+1.62 | 80.10+0.66 | 80.71+0.42 <3.125
BHA 31.73+1.22 | 54.89+3.60 | 57.60+1.13 | 76.77+0.54 | 78.67+1.31 | 79.01+0.89 | 79.14+0.66 | 6.82+0.49

EMTN : extrait hydrométhanolique de T. nudatum, BHT: butylhydroxytoluéne, BHA: Butylhydroxyl anisole.

Les résultats obtenus nous ont permis de tracer la courbe du pourcentage d’inhibition en

fonction des concentrations de 1’extrait et des standards (Figure 146).
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Figure 146 : Courbe de pourcentage d'inhibition de I’extrait hydrométhanolique de
T. nudatum et des standards contre le radical DPPH.

L’activité antioxydante est exprimée en Clso, plus la valeur de Clsp est petite plus I’extrait

est considéré comme un antioxydant puissant.

Les valeurs des Clso exprimées en ug/mL, calculées graphiquement (Figure 146) a partir

des droites de régression obtenues, représentant les pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations de 1’extrait testé, sont données dans le tableau 47.
L’extrait hydrométhanolique de T. nudatum montre un pouvoir important a piéger le
radical DPPH avec une Clsg de 74.73+2.18 pg/mL. Cette activité est 11 fois inférieure a celle du

BHA et plus de 24 fois inférieure a celle du BHT. Cependant, I’activité antioxydante de notre

extrait hydrométhanolique de T. nudatum est inférieure a celle obtenue par Bouaziz et ces

collaborateurs (Bouaziz et al., 2009). 1l a été montré que I’activité anti-radicalaire des extraits est

dépendante de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides (Kadri et al., 2011; Ghedadba et

al., 2014).
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2.2. Activité antioxydante détermineée par la méthode d'ABTS**

La capacité de I’extrait de T. nudatum a piéger les radicaux libres a été évaluée par la

méthode d'/ABTS" ™. Les résultats sont dressés dans le tableau 48.

Tableau 48 : Inhibition de 'ABTS' " par I’extrait de T. nudatum.

Extrait Inhibition % Clso
3.125 pg 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 pg pg/mL
EMTN | 13.56+£6.95 | 16.91+4.34 | 30.91+2.14 | 61.28+3.08 | 90.90+2.74 | 95.60+0.51 | 95.37+0.06 | 19.85+0.62
BHT 59.22+0.59 | 78.55+£3.43 | 90.36+0.00 | 92.18+1.27 | 93.37+0.86 | 94.87+0.87 | 96.68+0.39 <3.125
BHA 83.42+4.09 | 93.52+0.09 | 93.58+0.09 | 93.63+0.16 | 93.63+0.95 | 94.20+0.90 | 95.39+2.62 <3.125
EMTN : extrait hydrométhanolique de T. nudatum, BHT: butylhydroxytoluéne, BHA: Butylhydroxyl anisole.
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Figure 147 : Courbe de pourcentage d’inhibition de I’ABTS par I’extrait hydrométhanolique de
T. nudatum.

La figure 147 représente le graphe de variation du pourcentage d’inhibition en fonction de

la concentration de 1’extrait de T. nudatum et des standards.

Les pourcentages

d’inhibition et les valeurs des Clsg

révélent que [D’extrait

hydrométhanoliques et les standards possédent une propriété antioxydante intéressante. Toutefois

Iactivité de D’extrait (Cl50=19.85+0.62 ug/mL) est inférieure a celle des standards BHT
(Cl50<3.125 pg/mL) et BHA (Cls0=3.125 pug/mL).
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2.3. Test de blanchissement du p-caroténe

Dans ce test, I’activité antioxydante de 1’extrait est déterminée en mesurant 1’inhibition de

la dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide

linoléique. Les résultats sont résumés dans le tableau 49.

Tableau 49 : Pouvoir d’inhibition (Clso) de I’extrait étudié sur le B-caroténe / acide linoléique.

Extrait Inhibition % Clso
312519 | 6.25ng 125 1g 25 g 50 Hg 100 pg 200ng | H9/mL
EMTN 41.51+1.91 | 59.48+0.88 | 77.39+1.05 | 87.25+0.97 | 93.73+0.94 | 96.90+4.56 | 96.91+1.21 | 4.71+0.32
BHT 81.14+0.84 | 86.0.9£1.04 | 87.52+4.24 | 91.67+£0.52 | 94.11+0.42 | 94.41+0.32 | 95.28+3.25 | <3.125
BHA 84.23+1.14 | 90.11+0.68 | 94.59+0.77 | 96.09+0.02 | 97.35+1.08 | 99.59+0.14 99.76+ <3.125
o- NT NT NT 87.80+£0.1 | 90.10+0.0 | 91.10+0.0 | 93.10+0.1 | 2.10+0.08
tocophérol
EMTN : extrait hydrométhanolique de T. nudatum, BHT: butylhydroxytoluéne, BHA: Butylhydroxyl anisole.
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Figure 148. Pourcentages d’inhibition de la peroxydation lipidique par I’extrait
hydrométhanolique de T. nudatum.

A partir de la figure 148 on peut noter que I’extrait hydrométhanolique ainsi que les

standards présentent un effet important contre 1’oxydation du B-caroténe par les radicaux

peroxydes.

L’extrait de la plante T. nudatum est plus actif et présente une propriété antioxydante avec

une Clso de I’ordre de 4.71+0.32 pg/ml qui est proche de celle du standard I’a-tocophérol (Clso =
2.10+0.08 ug/mL).
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2.4. Activité antioxydante détermineée par la méthode du CUPRAC

C’est une méthode développée par Apak et al. en 2004. Elle est basée sur la mesure de

I'absorbance a 450 nm, apres la formation d'un complexe stable entre les ions néocuproine et le

cuivre (). Ce complexe est produit par la réduction des ions du cuivre (Il) par les composés

potentiellement antioxydants. Les résultats sont resumes dans le tableau 50.

Tableau 50 : Inhibition du CUPRAC par ’extrait étudié.

Extrait Absorbance Aoso
3.125 pg 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg pg/mL
EMTN 0.18+0.00 | 0.24+0.01 | 0.37+£0.01 | 0.58+0.02 | 1.02+0.02 | 1.82+0.07 | 2.72+0.15 | 25.05%1.02
BHT 0.19+0.01 | 0.33+0.04 | 0.66+0.07 | 1.03£0.07 | 1.48+0.09 | 2.04+0.14 | 2.32+0.28 | 9.62+0.87
BHA 0.46+0.00 | 0.784+0.01 | 1.34+0.08 | 2.36+0.17 | 3.45+0.02 | 3.76+0.03 | 3.93+0.01 | 3.64+0.19
EMTN : extrait hydrométhanolique de T. nudatum, BHT: butylhydroxytoluene, BHA: Butylhydroxyl anisole.
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Figure 149 : Courbe de pourcentage d’inhibition du CUPRAC par I’extrait hydrométhanolique
de T. nudatum.

La figure 149 présente la courbe du pourcentage d’inhibition en fonction des

concentrations des standards et de I’extrait hydrométhanolique de T. nudatum.

Les valeurs d’absorbance et en particulier celle de Ao.so montrent clairement que 1’extrait

hydrométhanolique de T. nudatum et les standards posseédent des propriétés antioxydantes

intéressantes.
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L’extrait hydrométhanolique de T. nudatum (Ao0s0=25.05+1.02 ng/mL) a montré un pouvoir
réducteur du cuivre plus important. Cet extrait est 3 fois moins actif que le standard BHT et 7 fois

moins actif que le standard BHA. Le tableau 51 résume les résultats obtenus avec les 4 méthodes.

Tableau 51 : Activité antioxydante de Traganum nudatum par les méthodes DPPH, ABTS,

CUPRAC et B-caroténe.

Extrait et Test du DPPH Test ’ABTS Test du CUPRAC Test du B-caroténe
standards Clso (png/mL) Clso (ug/mL) Aoso (Lg/mL) Clso (ug/mL)
EMTN 74.73+2.18 19.85+0.62 25.05+1.02 4.71+0.32
BHT <3.125 <3.125 9.62+0.87 <3.125
BHA 6.82+0.49 <3.125 3.64+0.19 <3.125
a-tocopherol 7.31+0.17 4.31+0.10 25.50+0.0 2.10+0.08

EMTN: extrait hydrométhanolique de Traganum nudatum, BHT: butylhydroxytoluene, BHA: Butylhydroxyl anisole.

L’activité antioxydante de 1’extrait hydrométhanolique de T. nudatum avec la méthode du DPPH
est modérée (Tableau 51); cela peut étre expliqué par les faibles taux en polyphénols détectés en
LC/MS/MS.

L’acide quinique, produit majoritaire de I’extrait (97.34 %), posséde une activité antioxydante
(Pero et al., 2008) de méme que ses dérivés connus pour leur pouvoir réducteur du radical DPPH
(Hung et al., 2006).

Dans I'étude de Karamaz et al. (2005), l'activité antioxydante de certains acides phénoliques,
déterminés par la méthode de DPPH est classée comme suit : acide caffeique > acide
protocatechique > acide vanillique > acide p-coumarigue > acide p-hydroxybenzoique.

-L’acide malique est présent en grande quantité dans la pomme (Yamaki et al., 1984), la cerise
(Winkler et al., 2015) et le Phoenix dactylifera L., (Mortazavi et al., 2010). Il posséde plusieurs
propriétés biologiques, avec notamment un effet antioxydant important lorsqu’il est testé vis-a-vis
du test DPPH (Liu et al., 2013).

- La nicotiflorine (Kaempférol-3-O-rutinoside) appartenant a la classe des flavonols, possede une
grande capacité de piégeage des radicaux DPPH (Papaioannou et al., 2007).

La capacité antiradicalaire de 1’extrait hydrométhanolique de T. nudatum évaluée par la méthode
du DPPH est faible (Tableau 51) par apport a celle obtenue avec le test de la decoloration du -
caroténe. Cela peut étre expliqué par le fait qu’ils contiennent beaucoup d’acides gras ou de lipides

et peu d’acides phénoliques.
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3. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits de Salsola tetragona (extrait butanolique) et de

Traganum nudatum (extrait hydrométhanolique) a été testée dans le laboratoire de bactériologie
(CHU Benbadis Constantine, Algeérie) par la méthode de diffusion en milieu gélosé (méthode
de disque). Les deux extraits ont été testés sur 9 bactéries, dont 2 souches de références et 7 souches
hospitalieres. D’aprées les zones d’inhibition (Tableau 52), 1’extrait butanolique de S. tetragona a
présenté une meilleure activité antibactérienne sur I’ensemble des souches testées. Le potentiel
inhibiteur des extraits a été confirmé par la détermination de la CMI dont la plus faible (20 ug/mL)
a été obtenue avec I’extrait de S. tetragona sur les souches d’Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli et de Klebsiella pneumoniae et pour 1’extrait hydrométhanolique de T. nudatum
sur la souche de Staphylococcus aureus. Une valeur de CMI de 40 ug/mL a été obtenue avec les
extraits de S. tetragona et T. nudatum, respectivement sur les souches de Salmonella heidelberg et
Streptococcus enterococcus (Tableau 53).
Une autre étude effectuée par El Abed et al. (2011) a montré des propriétés antibactériennes des
extraits agueux de Traganum nudatum (racines, tiges et feuilles respectivement) sur les souches
d’Escherichia coli (62.5 pg /mL, 125 ug /mL, 62.5 pg /mL respectivement), Streptococcus (62.5
ug /mL, 125 pg /mL, 100 ug/mL respectivement) et de Staphylococcus aureus (62.5 ug /mL, 100
ug /mL respectivement).

Tableau 52 : Activité antibactérienne (Zones d'inhibition) des extraits de Salsola tetragona et de
Traganum nudatum.

Microorganismes Zone d'inhibition (mm)
EBST? EMTN® Ampicilline®

Escherichia coli ATCC 259221 18 - 18
Escherichia coli® 20 10 -
Staphylococcus aureus ATCC 433009 12 - 30
Staphylococcus aureus® 13 18 -
Streptococcus enterococcus® 12 15 -
Pseudomonas aerugina® 9 - -
Klebsiella pneumoniae® 20 - 14
Enterobacter aerogenes® 13 - 20
Salmonella heidelberg® 16 - -

a: extrait butanolique de Salsola tetragona (1280 pg /mL), °: extrait hydrométhanolique de Traganum nudatum
(1280 ug /mL), ¢: 30 pg /mL, ¢ : Provenant de l'institut Pasteur (Alger), ¢: Souche hospitaliére.
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Tableau 53 : Activité antibactérienne (CMI) des extraits de Salsola tetragona et de Traganum
nudatum.

Microorganismes CMI (ng /mL)
EBST? EMTN®P | Ampicilline¢

Escherichia coli ATCC 25922¢ 20 - 10
Escherichia coli® 20 80 -
Staphylococcus aureus ATCC 433009 80 - 5
Staphylococcus aureus® 80 20 -
Streptococcus enterococcus® 80 40 -
Pseudomonas aerugina® 80 - -
Klebsiella pneumoniae® 20 - 10
Enterobacter aerogenes® 80 - -
Salmonella heidelberg® 40 - -

a: extrait butanolique de Salsola tetragona (1280 pg /mL), °: extrait hydrométhanolique de Traganum nudatum
(1280 pg /mL), & 30 pug /mL, ¢ : Provenant de I'institut Pasteur (Alger), ¢: Souche hospitaliére.

4. Activité photoprotectrice déterminée par la méthode FPS in vitro

La mesure du FPS (Facteur de Protection Solaire) est I'ultime facon de déterminer
I'efficacité de la formulation de protection solaire. Plus le FPS est élevé, plus une protection contre
les rayons UV est offerte par un écran solaire. Dans notre étude, le FPS de deux crémes et de
I’extrait hydrométhanolique de T. nudatum a été évalué in vitro par spectrophotométrie UV en
appliguant I'équation mathématique de Mansur et al (1986). Les valeurs de FPS sont présentées
dans le tableau 54.

Tableau 54 : Valeurs du facteur de protection solaire (FPS) de I’extrait hydrométhanolique de T.
nudatum et des standards.

Nivea Vichy EMTNP
FPS? 50.11+0.53 44.22+0.35 25.30+0.25

2: Facteur de protection solaire,  : I’extrait hydrométhanolique de Traganum nudatum.

Les valeurs de FPS déclarées des écrans solaires a large spectre sont présentées dans le

tableau 55 (http://www.ottawand.com/articles-and-events/articles/sun-safety-for-summer/.).
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Tableau 55 : Valeurs de FPS et pourcentage correspondant de blocage des rayons UV.

FPS2 Pourcentage d'UV® bloqué
2 50
4 75
5 80
10 90
15 93
25 96
50 98

& facteur de protection solaire, ®: ultraviolet

Les valeurs de FPS montrent clairement que 1’extrait et les cremes testés possedent une
activité photoprotectrice importante. Le classement de I’extrait hydrométhanolique de T. nudatum
testé comparativement avec les crémes standards selon leur activité photoprotectrice par ordre
décroissant est le suivant :

Nivea (50.11+0.53) > Vichy (44.22+0.35) > EMTN (25.30+0.25) (Tableau 54).

En comparant la valeur de FPS de I’extrait étudié avec celles indiquées dans le tableau 55,
il est évident que I’extrait EMTN aura la propriété de bloquer environ 96% des rayonnements UV.
Cela peut étre d0 a la présence de flavonoide [nicotiflorine (179.96 pg/g)] et des acides
phénoliques qui ont été identifiés par LC-MS/MS [acide malique (1385.47 pg/g), acide vanillique
(472.99 ng/g)] ainsi que d'autres phytoconstituants dans 1’extrait hydrométhanolique étudié. Les
flavonoides et les composés phénoliques ont été signalés comme des composants fonctionnels
dans les plantes et les fruits, qui jouent un role important dans le traitement des inflammations et
des érythemes. La propriété antioxydante des flavonoides et des composés phénoliques

potentialise encore la protection UV (Saewam et al., 2013).
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5. Conclusion

L’évaluation de I’activité antioxydante s’est portée sur I’utilisation de quatre tests (DPPH,

B-caroténe, ABTS, CUPRAC). D’apres les résultats des tests étudiés, 1’extrait hydrométhanolique
de T. nudatum possede une activité antioxydante modérée avec les quatre méthodes.
En ce qui concerne le pouvoir antibactérien par la méthode de diffusion en milieu gélosé (méthode
de disque), I'extrait butanolique de S. tetragona a manifesté une meilleure activité vis-a-vis des
souches d 'Escherichia coli, de Klebsiella pneumoniae et d’Escherichia coli ATCC 25922, et une
faible activité contre Pseudomonas aerugina. En revanche 1’extrait hydromethanolique de T.
nudatum a montré une meilleure activité contre Staphylococcus aureus.

L’efficacité de la protection solaire de 1’extrait hydrométhanolique de Traganum nudatum
a été déterminée par la mesure du facteur de protection solaire (FPS). Cette plante posséde une
bonne activité photoprotectrice avec une valeur de FPS de 25.30.

A la lumiere des résultats obtenus, nous pouvons conclure que Traganum nudatum possede

des activités antioxydante, antibactérienne et photoprotectrice tres intéressantes.
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Ce travail a été consacré a 1’étude phytochimique et biologique de deux espéces Algériennes

appartenant a la famille des Amaranthaceae : Salsola tetragona et Traganum nudatum.

L’étude phytochimique de la phase chloroformique et butanolique des parties aériennes de
I’espéce Salsola tetragona a conduit a I’isolement et 1’identification de 11 composés de differentes
classes :

e Cing triterpenes de types cardénolides

1- Uzarigenine
2- Desglucouzarine
3- 3-O-p-D-allopyranosylcoroglaucigenine
4- 12-dehydroxyghalakinoside
5- Calactine
e Trois composés phénoliques
6- Acide vanillique
7- 1-O-p-D-glucopyranosyl-3-méthoxy-4-hydroxyphényl (Tachioside)
8- 1-O-p-D-apiofuranosyl-(1—6)-4-D-glucopyranosyl-3-méthoxy-hydroxyphényl
(Canthoside C)
e Unsucre
9- a-D-glucopyranosyl-(1—2)-$-D-fructofurannoside (Saccharose)
e Deux acides gras
10- Acide oléique
11- Glycérol monopalmitate

L’investigation phytochimique de la phase butanolique des parties aériennes de 1’espéce
Traganum nudatum a permis d’isoler 2 flavonoides de type flavonol :

12- Isorhamnétine-3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-p-D-galactopyranoside]

13- 3-O-[4-D-apiofuranosyl-(1—2)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-4-D- galactopyranosyl]-

isorhamnétine,

L’analyse LC-MS/MS de la phase hydromethanolique de Traganum nudatum a permis
d’identifier dix composes. Les structures de ces composés ont été proposees par la comparaison
avec les 37 standards. Ces structures sont des acides phénoliques et des flavonoides :

» Acide p-coumarique

» Acide caféique
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Acide vanillique

Acide salicylique
Acide quinique

Acide 4-OH-benzoique
Acide protocatéchique
Acide malique

Isoquercétine

YV V.V V V V V V

Nicotiflorine

L’acide quinique (97.34 %) est le composant majoritaire de I'extrait hydrométhanolique de
Traganum nudatum.

Le composé 3 (3-O-p-D-allopyranosylcoroglaucigenine) est un nouveau produit isolé pour
la premiere fois dans le régne végétal et les produits 1-5, 11 sont décrits pour la premiére fois dans
le genre Salsola et la famille Amaranthaceae. La détermination de structure de ces composes a eté
réalisée a 1’aide des techniques spectroscopiques de RMN 1D et 2D et par la spectrométrie de
masse ESI-MS.

L’extrait hydrométhanolique de I’espéce Traganum nudatum testé par les méthodes DPPH,

ABTS, B-caroténe et CUPRAC, a montré une activité antioxydante modérée.
L’activité antibactérienne de la phase butanolique de Salsola tetragona et la phase
hydrométhanolique de Traganum nudatum a éte évaluée sur 9 souches : Escherichia coli ATCC
25922, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ATCC 43300, Staphylococcus aureus,
Streptococcus enterococcus, Pseudomonas aerugina, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes et Salmonella heidelberg. Les résultats ont montré que I’extrait butanolique de Salsola
tetragona possede une meilleure activité sur les souches d’Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli et de Klebsiella pneumoniae alors que 1’extrait de T. nudatum était peu actif sur
la souche de Staphylococcus aureus.

L’activité photoprotectrice de I’extrait méthanolique de Traganum nudatum a été
déterminée par la mesure du facteur de protection solaire (FPS). Cette plante possede une bonne
activité photoprotectrice.
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One new cardenolide, 3-O-B-D-allopyranosylcoroglaucigenin (salsotetragonin) (1), was isolated from the aerial parts of Salsola tetragona Delile with four
known cardenolides (2-5), two known flavonoids (6-7), three known phenolic compounds (8-10) and two known fatty acids (11-12). Their structures were
identified by spectroscopic analyses and by comparison of their spectral data with those reported in the literature. Compounds 1-5, 7, 10 and 12 were isolated
from the genus Salsola for the first time. This is the first report on cardenolides identified in the Amaranthaceae family.

Keywords: Salsola tetragona Delile, Amaranthaceae, Cardenolides, Phenolic glycosides.
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The genus Salsola (Amaranthaceae, ex. Chenopodiaceae) consists
of over 174 species found in the arid regions of Asia, Europe and

Africa [1]. Salsola species possess antihypertensive, anti-
inflammatory, anticancer, antioxidant, anti-Alzheimer,
antidepressant and antimicrobial activities [2-5]. Previous

phytochemical investigations of this genus reported the isolation of
flavonoids and other phenolic compounds [6], alkaloids [7], fatty
acids [8] and triterpene glycosides [9]. In continuation of our
works on plants from Algerian Septentrional Sahara [10-11], we
report here the isolation and structural characterization of one
new cardenolide, 3-O-B-D-allopyranosylcoroglaucigenin, named
salsotetragonin (1), in addition to eleven known compounds from
aerial parts of S. tetragona (Figure S1).

The hydromethanolic extract of the aerial parts of S. tetragona was
partitioned successively with light petrolum, CH,Cl,, EtOAc and n-
butanol to give four extracts. Purification of the n-butanol extract
through repeated silica gel columns, flash chromatography and
semi-prep HPLC led to the isolation and identification of a new
cardenolide (1) and seven known compounds (3, 4, 6-10). The
dichloromethane extract was fractionated by silica gel
chromatography to give four known compounds (2, 5, 11-12).
These compounds were identified by extensive spectroscopic
methods including 1D-("H and "*C) and 2D-NMR (COSY, HSQC,
HMBC and NOESY) experiments, as well as HR-ESI-MS analysis
and by comparison of their spectral data with the literature. The
eleven known compounds were identified as four cardenolides:
uzarigenin (2) [12], desglucouzarin (3) [13], 12-dehydroxy-
ghalakinoside (4), and calactin (5) [14] (Figure 1), two flavonoids:
kaempferol-3-O-B-D-glucopyranoside (6) [15] and quercetin-3-O--
D-glucopyranosyl-(1—6)-glucopyranoside (7) [16], three phenolic
compounds: vanillic acid (8) [17], canthoside C (9), and canthoside
D (10) [18] and two fatty acids : oleic acid (11) [19], and 2,3-
dihydroxypropylpalmitate (12) [20] (Figure S1).

Compound 1 was isolated as a white amorphous powder. Its positive
HR-ESI-MS showed a pseudomolecular ion peak at m/z 575.2829
[M+Na]’, corresponding to the molecular formula CygH,4O1. The

Ry R,
1 Allose CH,0OH R, R,
2 Gle Me 4 CH,0H  CH,OH
3 H Me 5 CHO Me

Figure 1: Structures of compounds 1-5.

'H NMR spectrum of compound 1 (Table 1) showed characteristic
signals of a butenolactone ring at 6y 4.95 (1H, dd, J =18.4, 1.6 Hz,
H-21a), 5.07 (1H, dd, J = 18.4,1.4 Hz, H-21b) and 5.93 (1H, s,
H-22), one oxymethylene at 6y 3.74 (1H, d, J = 11.7 Hz, H-19a)
and oy 3.88 (1H, d, /= 11.7 Hz, H-19b), one oxymethine at dy 3.78
(m, H-3), and one methyl signal at &, 0.95 (3H, s, H-18). Its '°C
NMR spectrum (Table 1) showed twenty-nine carbon signals
including six of the sugar part (Figure 1).

The "H NMR and *C NMR data of 1 were very similar to those of
3-B-D-glucopyranosylcoroglaucigenin [21]. The COSY and HSQC
spectra showed one anomeric proton of a sugar moiety at 6y 4.78
(d, J=17.9 Hz, H-1") and 6¢ 99.8 with five signals of an hexose unit
[H-2' [6 3.28 (dd, J = 7.9, 3.0 Hz)], H-3' [5 4.06 (t, J = 3.0 Hz)],
H-4' [ 3.48 (dd, J = 9.5, 3.0 Hz)], H-5' [ 3.69 (m)], and H,-6',
[0 3.66 (dd, J=11.3, 5.7 Hz) and 3.85 (dd, J = 11.3, 1.8 Hz)]; the
sugar was identified as an allopyranoside [22]. The large coupling
constant (J = 7.9 Hz) of the anomeric proton at 8y 4.78 indicated
that the allose had a B-configuration. The linkage of the allose at
C-3 of the aglycone was established from the HMBC correlation
between allo-H-1" (3 4.78) and C-3 (8¢ 78.9) (Figure 2). The
stereochemistry of 1 was confirmed by the NOE effect (Figure 2)
between H-5/H-9 and H-3, which clearly established the
a-orientation of H-5.The correlation of H3-18 to H-21 and H-22 in
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the NOESY spectrum indicated the p orientation of the y lactone at
C-17. The chemical shifts of the carbons of the C and D rings of 1
are in agreement with those of coroglaucigenin and
madagascarrensilid (A) recorded in deuterated pyidine and in
CD;0D [23,24], indicating a 14-B hydroxy orientation. Thus
compound 1 was identified as 3-O-p-D-allopyranosyl-
coroglaucigenin, which we named salsotetragonin.

HO

HO

f\v NOESY

Figure 2: '"H-'H COSY, HMBC and NOESY correlations of 1.

Table 1: 'H and °C NMR data for compound 1 (in CD;0D; 3C: 150 MHz; 'H: 600 MHz).

Position 1

dy (m, J in Hz) [
1 0.81 (td, 13.6, 3.5), 2.34 (dt, 13.3, 3.5) 32.8
2 1.57 (dm, 14.9), 1.91 (m) 30.9
3 3.78 (m) 78.9
4 1.44 (m), 1.82 (dd, 11.9, 3.4) 35.9
5 1.24 (m) 459
6 1.24 (m), 1.34 (m) 29.6
7 2.10 (dd, 12.3, 3.1), 1.15 (m) 28.8
8 1.82 (td, 11.9,3.4) 43.1
9 1.03 (td, 13.5, 4.5) 51.5
10 - 40.6
11 1.65 (m) 24.1
12 1.41 (td, 13.6,4.3), 1.53 (dt, 13.5, 3.0) 41.5
13 - 51.2
14 - 86.3
15 1.73 (dd, 11.6, 8.5), 2.14 (m) 335
16 2.16 (m), 1.90 (m) 28.1
17 2.85(dd, 9.5, 5.8) 522
18 0.95 (s) 16.7
19 3.74 (d, 11.7),3.88 (d, 11.7) 59.9
20 - 178.5
21 4.95 (dd, 18.4, 1.6), 5.07 (dd, 18.4, 1.4) 75.3
22 5.93 (s) 117.8
23 - 176.9
Allose (at C-3)
s 4.78 (d, 7.9) 99.8
2 3.28(dd, 7.9, 3.0) 72.4
3 4.06 (t, 3.0) 73.1
4 3.48 (dd, 9.5, 3.0) 69.1
5! 3.69 (m) 75.5
6' 3.66 (dd, 11.3,5.7), 3.85 (dd, 11.3, 1.8) 63.3

Experimental

General: Optical rotations were measured in DMSO with a Perkin-
Elmer 241 polarimeter. 'H and '>C NMR spectra were recorded on a
Bruker Avance DRX III 500 spectrometer (‘H at 500 MHz and *C
at 125 MHz) and on a Bruker Avance III-600 spectrometer
equipped with a cryo platform ("H at 600 MHz and "*C at 150
MHz). 2D-NMR experiments were performed using standard
Bruker-microprograms (TopSpin version 3.2 software). HR-ESI-

Ghorab et al.

MS and ESI-MS experiments were performed using a Micromass
Q-TOF micro-instrument (Manchester, UK). TLC was carried out
on pre-coated silica gel 60 Fps4 (Merck). Vacuum liquid
chromatography (VLC) was carried out on LiChroprep RP-18 (40-
63 pum, Merck). HPFC was performed on a Grace® Reveleris
System using Grace® cartridges (Silica gel or RP-Cyg). The semi-
preparative HPLC was performed on a Dionex apparatus equipped
with an ASI-100 automated sample injector, a STH 585 column
oven, a LPG-3400A pump, a diode array detector UVD-340U and
Chromeleon® software.

Plant material: Salsola tetragona Delile was collected in Ghardaia
(Algerian Septentrional Sahara) in May 2011 and was identified by
Pr. Gérard De Belair (University of Annaba, Algeria). A voucher
specimen (LOST.St05/09) was deposited at the herbarium of the
Faculty of Sciences, University fréres Mentouri- Constantine.

Extraction and isolation: Air-dried and powdered aerial parts
(1980 g) of S. tetragona were extracted with 80% MeOH (10 L).
After evaporating the MeOH under vacuum, the residue was
dissolved in water (900 mL) and partitioned with PE, CH,Cl,,
EtOAc, and n-BuOH, successively (3 x 300 mL). The n-BuOH
extract (6 g) was subjected to VLC over RP-18 eluted with H,O-
MeOH (6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8 and 0:10). Fractions of 150 mL were
collected and pooled according to their similarity in TLC profile to
give 6 fractions (F1-F6 respectively). F1 (1.2 g) was submitted to
RP-18 flash chromatography eluting with MeCN:H,O (5:95 to 10:0)
to afford 19 sub-fractions. Sub-fraction [20-23] (35 mg), was
purified by semi-prep HPLC on RP-18 eluted with MeCN:H,0
(6:94 to 1:9), affording compounds 9 (3 mg) and 10 (1.5 mg). F2
(1.5 g) was chromatographed on a silica gel column eluted with
EtOAc:MeOH:H,0O (20:2:1), giving 2 main sub-fractions. Sub-
fraction [90] (180 mg) afforded 4 (22 mg) by silica gel CC
(CHCl;:MeOH, 9:1). Sub-fraction [115-119] (223 mg) was
subjected to silica gel CC eluting with CHCI3:MeOH (8:2) to afford
1 (27 mg) and sub-fraction [35-48] (100 mg), which was purified
over silica gel using EtOAc:MeOH:H,O (20:2:1) to yield
compounds 6 (15 mg) and 7 (18 mg). F3 (750 mg) was fractionated
by silica gel CC eluted with CHCl;:MeOH (0 to 100% of MeOH).
The main sub-fraction [59-63] (212 mg) was further separated by
silica gel CC (CHCI;:MeOH, 0 to 100% of MeOH) and 3 (25 mg)
was isolated. F4 (302 mg) was subjected to silica gel CC using
CHCIl;:MeOH (0 to 100% of MeOH) to give 3 sub-fractions. Sub-
fraction [72] (111.2 mg) was selected for silica gel CC eluted with
CHCl;3:MeOH (0 to 100% of MeOH) to yield compound 8 (3 mg).

The CH,CI, extract (2.5 g) was subjected to silica gel CC, eluted
with toluene:CHCI; (0 to 100% of CHCl;) and CHCI5:EtOAc (0 to
100% of EtOAc). Sub-fraction [27-32] (123 mg) was purified over
silica gel using diethyl ether:EtOAc (9:1) to yield compound 11 (1.4
mg). Sub-fraction [160-173] (212 mg) was passed through a silica
gel column (CHCl5:EtOAc, 9:1) yielding compounds 2 (15 mg) and
5 (5 mg). Sub-fraction [234-257] (162 mg) was chromatographed
on silica gel, eluted with (CHCl;:MeOH, 9:1) that afforded
compound 12 (2 mg).

Acid hydrolysis: The pure compounds were treated with 2 M HCl at
100°C for 1 h. The hydrolysates were extracted with EtOAc and the
sugars identified in the aqueous residue by comparison with
authentic samples by TLC using silica gel impregnated with 0.2 M
NaH,PO; and a solvent system of Me,CO-H,O (9:1); the
compounds were revealed with aniline malonate. The optical
rotation of the purified sugar was measured and compared with an
authentic sample of D-allose.
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Abstract

The extraction and chromatographic purifications (VLC, CC, TLC) of two Algerian medicinal
plants belonging to the Amaranthaceae family (Salsola tetragona and Traganum nudatum) led to
the isolation and identification of 13 products including one new cardenolide and 6 new
compounds in the family. The structures of isolated compounds were established using different
spectral methods of NMR 1D et 2D (*H, 3C, COSY H-H, HMBC, HSQC and NOESY) and mass
spectroscopy ESI-MS. LC-MS/MS analysis of the hydromethanol extract of Traganum nudatum
led to the identification of 10 compounds including 6 phenolic acids and 2 flavonoids. This extract
showed the highest antioxidant activity with four methods: DPPH, ABTS, p-carotene and
CUPRAC. It also exhibited a good photoprotection activity and inhibited more specifically the
growth of Staphylococcus aureus. The butanolic extract of S. tetragona exhibited the best

antibacterial activity against Escherichia coli and Klebsiella pneumonia.

Keywords: Amaranthaceae, Salsola tetragona, Traganum nudatum, cardenolide, polyphenols,

biological activities.



Résumé

Les travaux d'extraction et de purifications chromatographiques (VLC, CC, CCM) de deux plantes
meédicinales algériennes appartenant & la famille des Amaranthaceae (Salsola tetragona et
Traganum nudatum) ont permis d’isoler et d’identifier 13 produits dont un cardénolide de nouvelle
structure et 6 composés nouveaux dans la famille. Les structures des composés isolés ont été
élucidées par I’utilisation des différentes méthodes spectroscopiques de RMN 1D et 2D (*H, *3C,
COSY H-H, HMBC, HSQC et NOESY) et par la spectrométrie de masse ESI-MS. L’analyse LC-
MS/MS de I'extrait hydrométhanolique de Traganum nudatum a conduit a l'identification de 10
composés dont 6 acides phénoliques et 2 flavonoides. Cet extrait a montré une activité
antioxydante modérée avec les quatre méthodes : DPPH, ABTS, B-carotene et CUPRAC. Il a
également manifesté une meilleure activité photoprotectrice et a inhibé plus particulierement la
croissance de Staphylococcus aureus. L'extrait butanolique de S. tetragona possede une meilleure

activité antibactérienne vis-a-vis des souches d Escherichia coli et de Klebsiella pneumoniae.

Mots clés : Amaranthaceae, Salsola tetragona, Traganum nudatum, cardénolide, polyphénols,

activités biologiques.





