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Abréviations et symboles

Les abréviations ont généralement été indiquées sous la forme la plus couramment

utilisée dans la littérature, elles sont donc souvent issues de terminologie anglo-saxonne.

ABTS
Ac
AcOEt
AG

APG
APs
BAW
CA

cC
CCM
CDCls
DMEM
Ce(S0a)2
CHCIs
Ciget Csg
COosYy

dd
DEPT

DLD1
DPPH
DMSO
DMSO-ds
EC50

ET

FBS

Acide 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique)
Acétyle

Acétate d’éthyle

Acide galique

Angiosperm Phylogeny Group

Alcaloides Pyrrolizidiniques

n-butanol / Acide acétique/ Eau

Capacité Antioxidante

Chromatographie sur Colonne ouverte

Chromatographie sur Couche Mince

Chloroforme deutéré

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Sulfate de cérium (la solution H2SO4 dilué saturée en sulfate de cérium)
Chloroforme

Silice greffée

COrrelated SpectroscopY

Déplacement chimique

doublet

doublet de doublet

Augmentation sans déformation par transfert de polarisation (Distortionless
Enhancement by Polarisation Transfer)

Cellule d’adénocarcinome colorectal humain
1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyle

Diméthylsulfoxyde

Diméthylsulfoxyde deutéré

La concentration efficace médiane

Equivalent Trolox

Fetal Bovine Serum



FRAP Ferric Reducing Antioxydant Power
Glu Glucose
HB1,.. etc Désignation des composés isolés

HCT116 Cellules de cancer du c6lon humain

HDFa Human Dermal Fibroblasts, adult

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HPLC Chromatographie liquide a haute performance (High Performance Liquid
Chromatography)

HSQC Heteronuclear Single-Quantum Correlation

Hz Hertz

ICso Concentration inhibitrice & 50%

J Constante de couplage

LPO Lipid peroxy radicals.

m multiplet

MeOH Méthanol

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol- 2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

n-BuOH Butanol

02" Radical superoxide

PBS Phosphate Buffered Saline

ppm partie par million

q quadruplet

quint quintuplet

RMNC Résonance Magnétique Nucléaire du carbone 13

RMN!H Résonance Magnétique Nucléaire du proton

S singulet

t triplet

TBARS Thiobarbituric acid Reactive Substances

TEAC Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

TFC Total Flavonoid Content

TPC Total Phenolic Content

tr temps de rétention

Trolox Acide 6- hydroxy-2,5, 7 ,8-tétrameéthylchroman-2-carboxylique

Ul Unité Internationale

uv Ultraviolet



Lexique de botanique

Conné : se dit d'éléments végétatifs ou piéces florales semblables soudés par la
base. Ex. : feuilles connées du chévre-feuille.

Glabre : dépourvu de poils.

Nucelle : tissu de réserve, diploide, d’origine maternelle, il est en général transitoire
et disparait lors de la croissance de I’embryon. S’il persiste dans la graine, il est
alors appelé périsperme.

paléacé : la nature et de la consistance de la paille, c'est-a-dire sec, mince, coriace.
Scabre : se dit d'une surface, d'un axe ou d'une aréte rude au toucher.

Scorpioide : se dit d'une cyme unipare en forme de crosse ou de queue de scorpion.
Ex. la cyme scorpioide des myosotis.

Stipules : petites piéces foliacées, a la base du pétiole, au niveau de son insertion

sur la tige.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Ch%C3%A8vre-feuille
https://fr.wikipedia.org/wiki/Myosotis
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Chapitre 1.1

Heliotropium bacciferum Forssk.

1.1.1. Description botanique

La famille Boraginaceae (les Boraginacées ou Borraginacées ou Boragacées) est une
famille de plantes dicotylédones. Ce sont des arbres, des arbustes, des plantes herbacées et
plus rarement des lianes, producteurs d'huiles essentielles, largement répandus autour du
monde avec concentration autour du bassin mediterranéen.

Plantes herbacées, généralement a poils raides, rarement glabres. Feuilles
généralement alternes, a limbe entier ; pas de stipules. Les inflorescences sont toujours des
cymes unipares scorpioides.

Fleurs généralement a symétrie radiaire ou un peu bilatérales, hermaphrodites, 4-méres
ou 5-meres ; calice a pieces libres ou soudées entre elles a la base ; étaminées insérées sur
le tube de la corolle (méme nombre que les pétales et alternant avec eux) [1].

Il existe environ 2000 espéces dans cette famille, surtout en Asie tempére et région

Méditerranéenne

1.1.2. Genre Heliotropium (Tourn.) L. ““Heliotrope”’

Le nom "heliotrope” dérive de I'ancienne idée que les inflorescences de ces plantes ont
transformée leurs rangées de fleurs en soleil. [1] “HAwog (helios) est un mot grec pour

"soliel", tpénewv (trepein) signifie "tourner".
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Plantes herbacées ou sous-ligneuses, pubescentes hispides. Feuilles entieres ou dentées,
en général éparses, sans stipules. Fleurs hermaphrodites, sessiles ou presque. Calice 5
parties ou 5 dentés, persistant ou non. Corolle cupuliforme, a tube court, a lobes pourvue
dans les sinus de 5 plis terminés en denticulation. Etamines 5, incluses. Carpelles 2, soudés
en ovaire a 2-4 loges donnant a la fin 1-4 nucules [1].

Le genre Heliotropium est riche de 250 espéces que 1’on rencontre dans les zones

tropicales et tempeérées du monde entier.

1.1.3. Espece Heliotropium bacciferum Forssk.

Heliotropium bacciferum Forssk (figure 1.1.1) est une plante des lieux arides et
désertiques, a inflorescence en cymes tout au plus géminée. Nucules jaune-brun. Plantes en
général ligneuses a la base, a feuilles deux a trois fois plus longues que larges, ondulées ou
crispées sur leurs bords, fruits glabres ; plante annuelle, a tiges couchées [1,3].

L’espece Heliotropium bacciferum qu’on rencontre dans le Sahara Algérien est une

espece saharo-sindienne (Sah.Sind) [1,3].

Quézel P. & Santa S. (1963) http://www.planetefleurs.fr

Figure 1.1.1 : Image de Heliotropium bacciferum


http://www.planetefleurs.fr/
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1.1.4. Origine et répartition géographique

Heliotropium bacciferum Forssk se rencontre en Afrique du Nord (Algérie, Tunisie,
Maroc), Palestine, Mauritanie, Sénégal, Soudan et en Egypte [4], et son aire s’étend a la

péninsule arabique et a I’ Afghanistan. Elle a été introduite dans certaines régions des Etats-

Unis [5].

1.1.5. Synonyme

Heliotropium undulatum. Vahl [1,3]

1.1.6. Nom vernaculaire

Tahenna (Algérie) [1, 3]
Sedjra tenshama, sga’a, medeb (Arabe) [1], lebalig, lehbaliya (Berbére) [4]
Wavy heliotrope (En) [5].

1.1.7. Systéematique (APGIII) [s]

Regne Plantae

Division Tracheophyta

Classe Equisetopsida C. Agardh.
Sous-Classe Magnoliidae Novak ex Takht.

Ordre Boraginales Juss. ex Bercht.& J. Presl
Famille Boraginaceae Juss.

Genre Heliotropium L.

Espéece Heliotropium bacciferum Forssk.

1.1.8. Utilisations traditionnelles

Une multitude d’utilisations traditionnelles est recensée pour H. bacciferum,
- En Algérie
v' Les feuilles de la plante H. bacciferum sont séchées et réduite en poudre pour
I'utilisation externe comme un reméde pour les maladies de la peau « abces,
furoncles, tinea ».
v’ La décoction des parties aériennes du H. bacciferum pour des usages interne et
externe « Amygdalite (gargarisme), piqlre de serpent, gale de chameau »

- En Mauritanie
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v' Elle est réputée fournir un bon fourrage pour les chameaux et autres animaux
domestiques [5].
v Un bon médicament pour soigner les briilures. Le suc de la plante est appliqué
directement sur la partie bralée [4].
- Au Niger, certaines parties de la plante H. bacciferum sont séchées, broyées en poudre,
diluées dans I’eau et que 1’on boit pour combattre la fatigue [5].
- Au Nord du Nigeria, on I’applique localement pour traiter les maux de téte, et en usage
interne on I’emploie pour traiter la blennorragie et stimuler la lactation [5].
- Au Sénégal, la plante et broutée par les chévres mais pas par les autres animaux
domestiques [5].
- Dans I’ouest du Sahara, cette espece fourni, par macération, une encre pour I’écriture
[5].
- Au Sahara
v Au Sahara occidental et dans le dra, les feuillets d'H. bacciferum, séchées,
réduites en poudre malaxées avec l'eau, servent a des emplatres topiques et
résolutifs pour abces, furoncles, entorses, contusions, cedémes et enflures de
toutes sortes. On en fait aussi des cataplasmes sédatifs dans des brilures
v Au Sahara central, les feuillets seches d'H. bacciferum son broyées, mélangées
a I'eau ou au lait aigre puis appliquées en emplatre sur la téte, contre la teigne.
La plante H. bacciferum est employée partout au Sahara, en usage externe, dans le
traitement d'affections cutanées chez I'animal.
Heliotropium bacciferum est un paturage amer tres apprécié des dromadaires et des

troupeaux.

1.1.9. Métabolites isolés du genre Heliotropium

Une trentaine d’espéces appartenant au genre Heliotropium, a été étudiée depuis les
anneées 70 et les molécules identifiées peuvent se classer en quatre familles chimiques : les
stérols, les terpenes, les polyphénols dont I’acide rosmarinique et les alcaloides

pyrrolizidiniques qui sont trés présents dans ce genre.

1.1.9.1. Les alcaloides

Les alcaloides les plus rencontrés dans les espéces du genre Heliotropium sont les
dérivés de la pyrrolizidine. Du point de vue structural les alcaloides pyrrolizidiniques (APs)

sont composés d’un noyau pyrrolizidine (figure 1.1.2), formé par deux cycles a cinq
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carbones qui partagent un atome d’azote en position 4, et de substituants en position 1 et 7

du noyau.

Figure 1.1.2 : Structure de base des alcaloides pyrrolizidiniques : noyau pyrrolizidine.

Les APs trouvés chez le genre Heliotropium ont une base rétronécine (figure 1.1.3). La
base rétronécine peut étre estérifiée avec un ou plusieurs acides néciques et peut avoir une
insaturation en position 1,2 ou étre saturée [7, 8]. Il existe huit types de base nécine qui se
différencient par la position de leurs substituants en position 1, 7 et 8 qui se retrouvent en o
ou en B du cycle [8]. Les APs sont généralement retrouvés sous la forme de mélange de la

forme classique et de sa dérivée N-oxyde qui prédomine le plus fréqguemment [9].

OH

Figure 1.1.3 : Base rétronécine des alcaloides pyrrolizidiniques

Le tableau 1.1.1 rassemble les alcaloides isolés et identifiés chez les espéces du genre

Heliotropium
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Tableau 1.1.1 : Les alcaloides pyrrolizidiniques isolés du genre Heliotropium

Espéces Heliotropium Alcaloides pyrrolizidiniques isolés Réf
H. acutiflorum Kir. 1d [10]
H. amplexicaule Vanhl. 2f [7]
H. angiospermum Murr. 15,6, 2a, 7, 3a [11]
H. arbainense Fres. 1j, 1d, 1m, 1f. [12,13]
II:|) arborescens L. (syn. H. peruvianum 2f 20, 1m. [14]
H. arguzioides Kir. 1d, 20a, 22 [15]
H. bacciferum Forssk. 1j, 1d, 11a, 4d, 19d, 4f, 19f. [16,17]
H. bovei Boiss. 1j, 1k, 1m, 1o, 19a, 19b. [18]
H. bracteatum R. 10a, 2a, 13c, 13b, 13a [19, 20]
H. bursiferum C. 2b. [21]
H. circinatum Griseb. 1f, 1c, 1j, 4d, 1d, 1m. [22, 23]
H. confertifolium 6, 2a, 7, 3a. [11]
H. crassifolium Boiss. 4e, 1j, 19d, 11b [24]
H. curassavicum L. g—d 4b, 3e, 4c, 122, 5¢, 18, 5a, 50, 3i, 1b, [11, 25-28]

3a, 2a, 7

H. curassavicum. Var. Argentium 2k, 2l
H. curassavicum Var. Curassavicum [29]
johnst. 2k, 21
H. dasycarpum Ledeb. 1d [30]
H. digynum Forssk. (syn. H. luteum) 1j, 1d, 1f, 1m. [31]
H. disciforme Akhani. 1d, le, 19f, 4d, 19f [32]
H. dissitiflorum Boiss. 1d, 19f, 1j, 1p. [33]
H. dolosum De Not. im, 1j, 1i 1d, 2h [23, 34-36]
H. ellipticum Ledeb. 1j, 1a, 1m, 19a. [37]
H. eichwaldii Steud. 1d, 1f, 1m. [38]
H. esfandiarii A. 1j, 19d. [39]
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Tableau 1.1.1 : Les alcaloides pyrrolizidiniques isolés du genre Heliotropium (suite)

Espéces Heliotropium Les alcaloides pyrrolizidiniques isolés Réf
H. europaeum L. %‘ 1k, 11, 4d, 1d, 1, Im, 19a, 191, 19b, [40-45]
H. floridum Clos. 3q, 3h, 3f, 3i, 3c. [46]
H. foertherianum Diane & Hilger
(syn. H. messerschmidia argentea | 2q, 2f, 14a, 14b [47, 48]
(L.) I. M. Johnst)
H. foliosisimum 6, 2a, 7, 3a [11]
H. fruticosum 6, 2a, 7, 3a. [11]
H. hirsutissimum Gr. %cm, 11, 4d, 1m, 192, 1n, 4f, 1o, 19b, [7, 49]
H. indicum L. i %3_;—0' 4d, 2f, 29, 1m, 2e, 19, 41, 6, [1%’2?0_
H. keralense S. 2c [53]
H. lasiocarpum Fisch. & C.A. Mey. | 1d, 1m, 1j, 4d, 1d [54, 55]
H. marifolium Koen. Ex Retz. 1j, 1d, 1a, 1m, 193, 144, 1f, 199 [56]
H. maris- mortui Zohary. 1j, 1m, 19d. [7, 12, 57]
H. megalanthum Johnst. 2e, 9. [58]
H. olgae B. 1d, 20b [59]
H. ovalifolium Forssk. 8, 2a. [13, 60]
H. rotundifolium Lehm. 1j, 1d, 1m, 19f, 19d, 193, 1l, 1k, 19e, 19 [57, 61]
H. scabrum Retz. 10b, 2a [62]
H. spathulatum Rydb. 43, 3d, 4b, 3i, 4c, 3e, 2j, 2i,6,2a,7,3a. | [28,63]
H. strigosum Willd. 3a, 3] [64]
H. subulatum Hochst. 15, 2a, 1d, 1b, 16 [65]
H. supinum L. 1c, 1i, 1d, 1b, 1m, 4f. [66]
H. transalpinum Vell. 17, 2¢, 21, 2e, 1q, 29, 2d, 1h, 4f [67]
H. transalpinum var. transalpinum | 12b, 15 [68]
H. transoxanum Bunge. 1d, 1m, 19f [69]

10
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Ac Ang iVal

(+)- Trach (-)- Trach (+)- Vir (-)- Vir

Las Ech (-)- Curass Heliot

Ac = acide acétique ; Ang = acide angelique, iVal = acide isovalérique ; Trach = acide
trachelanthique ; Vir = acide viridiflorique ; Las = acide lasiocarpique ; Ech = acide

echimidinique ; Curass = acide curassavique ; Heliot = acide heliotrique.

Figure 1.1.3 : Les structures des acides neciques

11
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3
N° R
3a H (—)-Trachélanthamidine
3b (+)-Trach Trachélanthamine
3c (+)-Trach, 3'-OAc 3'-Acéyltrachélanthamine
3d (+)-Vir Coromandaline
3e (—)-Curass Curassavine
3f (—)-Vir, 5-OH Floridimine
3 (-)-Vir,5-0OH-3'-OAc Floridine
3h (—)-Trach, 5'-OH Floridinine
3i (—)-Trach Héliovicine
3j (2R, 3R)-2,3-Dihydroxy-3-methylpentanoyl Strigosine

4
N° R
4a (—)-Vir Amabiline
4b (+)-Vir Coromandalinine
4c (—)-Curass Curassavinine
4d Heliot Héleurine
4° Las llamine
af (+)-Trach Supinine

13
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5
N° R
ba (+)-Vir Héliocoromandaline
5b (—)-Curass Héliocurassavine
5¢c (—)-Trach Héliocurassavicine

6 (+)-Isorétronécanol 7 (+)-Supinidine 8 Héliofoline
[(+)-Lindélofidine]

N° 10
9 N° R
10a H Hélibractinécine
10b Ang Héliscabine

14
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8a-pyrrolizidine

15 Subulacine
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N
18
N° R
18 (-)-Trach Héliocurassavinine
OR
R;0 2
. H
| -
O
19
N° R1 R2
19a Ang Las Lasiocarpine-N-oxyde
19b Ang Las, 5’-OAc 5’-Acétyllasiocarpine-N-oxyde
19c Ang Las, 3’-OAc 3’-Acétylhéliosupine-N-oxyde
19d H Las Europine-N-oxyde
19¢ Ac Las 7-Acétyleuropine-N-oxyde
19f H Heliot Héliotrine-N-oxyde
199 Ang Heliot 7-angelylhéliotrine-N-oxyde

N° R
20a OH Trichodesmine
20b H Incanine

16
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+
N

|-
0
21 Hélindicine 22 Trichodesmine-N-oxyde

1.1.9.2. Les flavonoides

Prés de 6500 flavonoides repartis en 12 classes sont connus [70] et leur nombre ne cesse
d’accroitre. Par définition, ce sont les composés qui ont en commun la structure du diphényl
propane C6-C3-C6; les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux
benzéniques notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné C [71]. L’existence
des différentes classes structurales des flavonoides serait fonction des modifications de

I’hétérocycle C.

Une caractéristique frappante des espéces Heliotropium est la diversité de leur
métabolisme flavonoidique. On y rencontre en effet aussi bien des flavanones, flavanols et
flavonols et quelques flavones cités dans la littérature

Le tableau 1.1.2 rassemble les flavonoides isolés et identifiés chez les espéces du genre

Heliotropium

Tableau 1.1.2 : Les flavonoides isolés du genre Heliotropium

Especes Heliotropium Les flavonoides isolés Réf

H. chenopodeaceum var.
chenopodeaceum (d.c.) clos.
H. chenopodeaceum var.
ericoideum (miers) reiche.

H. filifolium (Miers) Reiche. 23c, 24c, 28b, 28c, 29c, 31c, 31d [73]

H. foertherianum (Syn
Messerschmidia argentea) 31a, 31b [48, 74]

23b, 23c, 26b, 27d, 29c, 31c, 31d [72-73]

23b, 23c, 24c, 26b, 29c, 31c, 31d [73]

17
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Tableau 1.1.2 : Les flavonoides isolés du genre Heliotropium (suite)

Especes Heliotropium Les flavonoides isolés Réf
H. glutinosum Phil. 23c, 23d, 25d [75]
H. huascoense Johnston 244, 28c, 29a [76]
H. megalanthum Johnston 25b, 25c, 25¢, 30
H. sclerocarpum Phil. 23b [77]

. : 23a, 23b, 24b, 25a, 26a, 27a, 27b,
H. sinuatum (Miers) .M. Johnst 27c. 27e. 28a 28c, 28d. 29b [78, 79]
H. stenophyllum H. & A. 23a, 23b, 23¢, 23d, 27c, 27e, 28b, [78-80]
28c, 32

H. strigosum Willd. 24d, 28e [81]
H. taltalense Phil. 23b, 24b, 28c [82]
H. tenellum 27f [83]

N° R1 R2

23a OH H 5,7-dihydroxyflavanone (Pinocembrine)
23b OH OH 5,7,4’-trihydroxyflavanone (naringénine)
23c OCH; OH 5.,4’-dihydroxy-7-méthoxy flavanone (sakuranétine)
23d OCH; OAc 4'-acéthyl-5-hydroxy-7-méthoxyflavanone

18
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R1

24a  OCH;

NO
25a

25b

25¢

25d

25

b OCH;

OCHs

d OH

R1
OH

OCHG3
OCHs
OCHjs
OCHjs

R2
OH

OH

R2
OH

OH
OCHjs
OH
OCHjs

R3

OH

OCHs
OH

R3
OCHs

OCHs
OCHs
OCHjs
OH

R4

OH

OH
OH

OH

R4

OCHs
OCHs

OCHjs

3,5-dihydroxy-7-méthoxyflavanone
((-)-Alpinone)

5,3’ 4'-trihydroxy-7-methoxyflavanone
(7-O-méthyl ériodictyol)
7,3’-diméthylériodictyol

Taxifoline ((+)-Dihydroquercétine)

5,7,3’-trihydroxy-4’-méthoxyflavanone
(Hesperetine)
5,3’-dihydroxy-7,4’,5’-triméthoxyflavanone

5-hydroxy-7,3',4',5'- tetraméthoxyflavanone
5,3'-dihydroxy-7,4'-diméthoxyflavanone
5.,4’-dihydroxy-7,3',5'-triméthoxyflavanone
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N° R1 R2 R3

26a OH OAc H 3-acétoxy-5,7-dihydroxyflavanone
(pinobanksin-3-acetate)
26b OCHs; OCH:; OH 5,4’-dihydroxy-3,7-diméthoxyflavanone

B3
3
%] L8]
OH 0
27
N° R1 R2 R3
27a OH H H 5,7-dihydroxyflavone (Chrysine)

27b OH H OH Apigénine

27¢ OCHs; OH OH 5,3°,4’-trihydroxy-7-methoxyflavone

27d OCH; OCHs OH 5,4’-dihydroxy-7,3’-diméthoxyflavone
(7,3’-dimethyl ériodictiol)

27e  OCH; OH OH 5,3”,4’-trihydroxy-7-méthoxyflavone
(7-O-méthyl ériodictiol)

27f OGIlu OH OH 7-O-p-D glucoside lutéoline
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NO
28a

28b

28¢c

28d

28¢

R1 R2

OH H
OCHs H

OH OH

R1 R2

H OCH;s

OH OH

R,
R;
HO 0
By
OH 0
28

R3

OCHs; 5, 7,3’-trihydroxy- 4’-méthoxyflavone

H 5,7-dihydroxyflavone (galangine)

H 5,7-dihydroxy-3-méthoxyflavone

(3-O-méthylgalangine)

OCH; OCH; OH 5, 7,4’-trihydroxy-3,3’-diméthoxyflavone
(3-O-méthylisorhamnétine)

OH Quercétine

29

R3

H 5-hydroxy-3,7-diméthoxyflavone
(3,7-diméthylgalangine)

OH 5,4’-dihydroxy-3,7, 3’-triméthoxyflavone
(Pachypodol)

OCH; 5, 6, 3’-trihydroxy-3, 7, 4’-triméthoxyflavone
(Ayanine)
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HiCO

OH o]

30 3,5-dihydroxy-7,3',4',5'-tetraméthoxyflavonol

N° R1 R2

OH OH Kaempférol

OH  OGlu 3-O-p-D-glucoside de kaempférol

OCH; OH kaempférol 7-O-méthyléther (Rhamnocitrine)

OCH; OCHs; 5,4’-Dihydroxy-3,7-diméthoxyflavone (kumatakénine)

|Q.O|U$\J

32 3,7, 4’-trihydroxy-5,3’—diméthoxyflavonol
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1.1.9.3. Les terpénes

Ces substances appelées également terpénoides, constituent une importante classe de
produits secondaires, hydrophobes quelquefois volatiles et unis par une origine commune.

IIs sont formés d’unités de cinq carbones, unité isopréne, libérée a haute température.

Les terpeénes sont subdivisés, selon le nombre d’entités isopréne qui sont incorporés dans
leurs structures, en monoterpenes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpenes (C20),

sesterpenes (C25), triterpénes (C30).

Les triterpénoides se présentent sous forme d'esters ou de glycosides. Le tableau 1.1.3

rassemble les terpenes isolés et identifiés chez les especes du genre Heliotropium

Tableau 1.1.3 : Les terpénes isolés du genre Heliotropium

Especes Heliotropium Les terpénes isolés Réf
H. angiospermum Murray 34a, 35,41, 42, 43 [84]
H. ellipticum ledeb. 34a, 34b, 36a, 37, 40 [85]
H. indicum L. 34a, 39 [86]
I(_|S;r? el\:It:sesgfsr(]:l;]rrnnidia argentea) 333, 33b, 38 [87]
H. megalanthum J. M. Johnston 44 [88]
H. marifolium Koen. Ex Retz. 34a, 34b, 36a, 36b, 37, 39, 40 [89, 90]

33 34
N° R1 R2 N° R
33a Ac OH 3-acétate d'acide oléanolique 34a H  p-amyrine
33b Ac H  Aldéhyde 3-O-acétyloléanolique 34b Ac Acétate de pf-amyrine
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Lad

36
35 a-amyrine
N° R
36a H Epifriedélanol (friedélan-34-ol)
36b Ac  Acétate d'épifriedényle

37 Friedéline 38 3-acétate d'érythrodiol

40 Cycloarténone

39 Lupéol
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41 Bluménol A 42 Bluménol B

HO.,

O

43 Loliolide 44 Mégalanthine

1.1.9.4. Les stérols

Les stérols sont dérivés des phytostérols qui sont des composés naturellement présents
dans la fraction lipidique des plantes. lls ne sont pas synthétisés par I'homme et I'animal et
ne peuvent étre apportés que par l'alimentation. Plusieurs études ont démontré que les
phytostérols et les phytostanols réduisent 1’absorption du cholestérol dans 1’intestin gréle

[91] et aussi les phytostérols sont efficaces contre les maladies cardiovasculaires [92].

Le tableau 1.1.4 rassemble les stérols isolés et identifiés chez les especes du genre

Heliotropium.
Tableau 1.1.4 : Les stérols isolés du genre Heliotropium
Espéces Heliotropium Les stérols isolés Ref
H. angiospermum Murray 45a [84]
H. ellipticum ledeb. 453, 46 [85]
H. eichwaldi 45b [93]
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Tableau 1.1.4 : Les stérols isolés du genre Heliotropium (suite)

Espéces Heliotropium Les stérols isolés Ref
H. indicum L. 45a, 46, 47 [94]
H. ophioglossum Stocks ex Boiss. | 45b [95]
H. marifolium Koen. Ex Retz. 453, 46 [89]
H. strigosum 45a [96]

N° R
45a H  p-sitostérol
45b Glu 3-O-p-D-glucoside p-sitosterol

Ty

46 Stigmastérol 47 Campestérol
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1.1.9.5. Autres composeés

D’autres composés (Tableau 1.1.5) ont été isolés a partir des différentes especes

d’Heliotropium.

Tableau 1.1.5 : Autres composes isolés du genre Heliotropium

Especes Heliotropium Autres composés isolés Réf
H. eichwaldi 74 [93, 97]
H. filifolium miers. 753, 75b, 75¢, 754, 75¢, 151, | 1qq 103

759, 75h

H. foertherianum
(syn Messerschmidia argentea)

48, 49, 50a, 50b, 51a, 52a, 52b

[48, 104-105]

H. huascoense J.M. Johnston 65, 75a [106]

H. indicum L. 62, 66, 69, 71, 72, 73 [107, 108]
H .glutinosum Phil. 55 [75]

H. ophioglossum Stocks ex Boiss. | 63a, 63b, 67 [95]

H. ovalifolium forssk. 56, 57, 58, 59, 60, 61 [109-112]
H. sclerocarpum Phil. 53, 75a [77]

H. sinuatum Miers. 54, 68, 70 [113, 114]
H. strigosum Willd. 51b, 64 [96]

H. taltalense Phil 75a, 75b [82]

27




Chapitre 1.1

Heliotropium bacciferum Forssk.

HO
OH

OH
HO

48 Acide 3-(3,4-dihydroxyphényl) lactique

HO OCH,4

HO

49 Dopacétate de méthyle

0
. OR;
OR R,
HO
o HO
20 51
N® R N° Rl R2
50a H Acide caféique 5la CHsz OH 3,4-dihydroxybenzoate de méthyle
50b CH; Caféate de méthyle 51b H H  Acide 4-hydroxybenzoique
OH
HO
COOR 0
e
OH
OH
52
N° R
52a H Acide rosmarinique
52b CHs; Rosmarinate de méthyle
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H o m
CH
/ O
HiCO &
CH; 0H
53 Sclérocarpidine 54 4-(3',5'-dihydroxynonadécyl) phénol

o
0
™
S, D’/

o]

55 4-méthoxy-3-[7’-méthyl-3’-hydroxyméthyl- 56 Heéliotropinone A
2’,6’-octadiényl] phénol
OCH;
0
]
.
o’f HOOC OCH;
5 OCH;
57 Heéliotropinone B 58 Acide 4, 7,8-triméthoxy-naphthaléne-2-
Carboxylique
0
OCH;
OH
KD%‘“‘“
OHC OCH;
OH
59 6-hydroxy-5,7-diméthoxy-naphthaléne-2- 60 Héliophénanthrone
Carbaldéhyde
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61 Héliotropamide

HZNM /\/\/N R,

N
H

62 Homospermidine 63

63a H  Ophiamide A
63b Glu Ophiamide B

CH,

o E
DW
4] (8]

64 Bis- (2-éthyl-décyl) -ester de 65 Acide carrizaloique
I'acide O-phtalique

e

CH; O O o
0 OH
h | | 0, 0
66 Pestalamide B 67 Monopalmitate de glycérol
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AT
LA oN

Ho/\/H::\

68 Pentacosanol 69 N-(1-oxo-octadécyl) glycyl-l-alanglycyl-I-histidyl
glycinamide
0
HO 18 NH,
70 1-hydroxy-3-docosanone 71 Putrescine

H H
N vH- N NE-
HN W \/\Jh - H::"-_ /\\/\\ﬁ VNN NP

72 Spermidine 73 Spermine

HO OH
OH

O 0

74 Furo-furan lactone
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N
75a
75b
75¢
75d
75e

75¢

759

R1
CH3
CH3
CH3
OH

CH3

CH3

CH3

R,0

R2
OH
-0-CO- CH=C(CHs3)2
=0
OH
OH

OAcC

-OCO-CH2-CH(CHa)2

-O—CO-Ar

Filifolinol

Sénécionate de filifolinyle

Filifolinone

Acide filifolinoique

Acide 3’-hydroxy-2°,2°,6’-triméthyl-3H-spiro
[1-benzofurane -2,1°-cyclohexane]-5-
carboxylique

Méthyl 3’-acétyloxy-2’,2°,6’-triméthyl-3H-spiro
[1-benzofurane -2,1°-cyclohexane]-5-carboxylate
Méthyl 3’-isopentanoyloxy-2°,2°,6’-triméthyl-
3H-spiro [1-Benzofurane-2,1’-cyclohexane]-5-
carboxylate

Méthyl 3’-benzoyloxy-2’,2’,6’-triméthyl-3H-
spiro [1-benzofurane -2,1’-cyclo-hexane]-5-
carboxylate

1.1.10. Synthése biologique

Les espéces du genre Heliotropium (Boraginaceae) ont été utilisées dans la médecine

folklorique pour le traitement des rhumatismes, de la goutte et comme agents anti-

inflammatoires [110, 115-116] et aussi pour traiter le paludisme [117-118].

Les principaux constituants des especes Heliotropium sont les alcaloides

pyrrolizidiniques (APs) comme signalé précédemment qui sont responsables de diverses

activités biologiques, y compris les effets : anti-tumoral [65, 119], antimicrobienne et
antivirale [37, 65, 120].
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Les diverses études biologiques effectuées sur les extraits et les phytoconstituants
bioactifs des especes du genre Heliotropium au cours des derniéres décennies sont résumé

comme suit ;

o Activité anti-nourrissante [46].

J Effet anti-inflammatoire [110, 115-116].

o Activités anti-inflammatoire et anti nociceptive [121].
o Activité antimicrobienne [29, 37, 85, 89, 120, 122-127].
o Activité antioxydante [65, 77, 79, 127-128].

o Effets antioxydants et anti-hyperlipidémies [129]

o Activité antiproliférative [130].

. Activité antituberculeuse [131].

o Activité antivirale [100].

. Activité histo-gastroprotective [132].

. Activité immunostimulante [133].

. Activité inhibitrice [105].

. Effet néphroprotecteur [134].

. Activité de la guérison des plaies [135].

1.1.11. Toxicité de quelques especes du genre

Heliotropium

Malgré leurs énormes avantages, quelques espéces du genre Heliotropium sont trés
toxiques en raison de la présence d'alcaloides de pyrrolizidine. Les déces humains ont été
signalés en raison de la consommation accidentelle de ces espéces dans de nombreux pays.
Les dommages au foie ont été causés par les alcaloides de la pyrrolizidine car ils étaient
responsables de la maladie hépatique veno-occlusive. Une maladie qui est devenue
endémique en Afghanistan en raison de la consommation de récolte de blé contaminé par
des graines d'especes d'Heliotropium [136].

Les alcaloides de pyrrolizidine produisent une nécrose ou une inhibition de la mitose

qui dépend de la dose consommee et indépendante de la voie d'administration [137-138].

En Australie, une maladie chez les poulets a griller a été signalée en raison de
I'néliotrine, un alcaloide de pyrrolizidine isolé de H. indicum. Les signes cliniques associés

a cette maladie étaient la dépression, la dégénerescence hépatique et l'ascite. Le travail
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expérimental a montré que la prise de H. europaeum en Australie a produit des lésions
identiques observées dans ce type de maladie en raison de la présence d'héliotrine et de

lasiocarpine dans cette espece [139].

1.1.12. Conclusion générale

Cette étude bibliographique a permis de montrer que 1’Héliotropium est un genre riche
en molécules tres diverses et qui présente de nombreuses propriétés pharmacologiques.
Ainsi cette étude a prouvé que l'espéce Heliotopium bacciferum a été étudiée
biologiquement pour ses effets antimicrobiens et antioxydants [127-128]. Ces effets sont
attribués a la présence de substances bioactives, principalement identifiés comme alcaloides
pyrrolizidine [16,17].
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Chapitre |.2

Lifago dielsii Schwein. & Musch.

1.2.1. Généralités

Le mot «Aster» du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur. La
famille Asteraceae est la plus vaste du groupe des dicotylédones. Plusieurs plantes de
cette famille sont cultivées pour leur valeur alimentaire (le tournesol, le topinambour, la
laitue, la chicorée, la camomille, etc.) ou comme plantes décoratives (les dahlias, les
asters, les rudbeckies, les gaillardes, etc).

En effet, il a été rapporté que les fleurs et les feuilles de ces plantes possedent des
propriétés antibactériennes, antifongiques, antiviraux et anti-inflammatoires [1]. De ce

fait, de nombreuses espéces de cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle [2].

Les principes amers (sesquiterpénes lactones), les corps insatures, les flavonoides,
les coumarines, les polyphénols, les terpénes qui sont les principaux constituants

chimiques des Asteraceae expliquent la diversité de leurs activités pharmacologiques

[2].
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1.2.2. Distribution

La famille Asteraceae ou Compositae représente la plus importante famille de la division
des spermatophytes. Elle comprend prés de 25000 especes connues, groupées en 1500
genres répartis en 17 tribus répandues a travers le monde [3,4]. On y retrouve un grand
nombre d’espéces tres communes dans les champs et les villes. Ce sont des plantes
herbacées pour la plupart. Mais, il existe de rares espéces arborescentes qui peuplent

principalement les régions tropicales de la planéte.

1.2.3.Description botanique des Astéracées

Les Astéracées sont caractérisées par la disposition des fleurs en capitule. Les capitules

sont constitués du regroupement des fleurs sessiles sur un méme réceptacle.

Les fleurs sont de deux types : fleurs tubulées (tubuliflores) et fleurs ligulées
(liguliflores). Le tout donnant a I’ensemble 1’apparence d’une seule fleur. Le capitule est
entouré a la base généralement par 1 a 6 séries de bractées dont I’ensemble forme

I’involucre [5].

Les feuilles sont le plus souvent alternes. Elles peuvent aussi étre opposées ou réunies

en rosette principale (Paquerette).

Les fruits sont des akeénes généralement surmontées d’une aigrette de poils (Pappus)
apparaissant sous la forme d’écailles, de soies, d’arétes ou d’une couronne qui favorise leur

dispersion par le vent.

1.2.4. Le genre Lifago Asch. & Schwein.

Ce nouveau genre voisin de Filago a été créé par les auteurs pour une plante cueillie

pres de Colomb Béchar [6].

Capitules hétérogames, multiflores. Fleurs du rayon ligulées, femelles ; celles du disque
tubuleuses et hermaphrodites. Involucre campanulé, a bractées nombreuses et disposées sur
5-6 rangs. Réceptacle plan puis un peu convexe, paléacé. Akenes dimorphes : ceux du rayon
épaissis, triangulaires, tronqués au sommet, pubescents et a aigrette de soies soudées a la
base, ceux du disque épais, un peu comprimés, tétragones, hérissés et a aigrette de soies

égales, connées a la base et scabres [7].
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Lifago est un genre monotypique appartenant a la famille Asteraceae et il est représenté

par une seule espéce [6,8].

1.2.5. Espéece Lifago dielsii Schwenin. & Musch.

1.2.5.1. Description botanique

Plante annuelle, entierement laineuse, a tige couchées et a feuilles lancéolées ; capitules
terminaux, de 10-15 cm de large, a bractées vertes bordées d’une abondante laine blanche
qui les réunit entre elles, les extérieures spatulées les intérieures étroites presque filiformes ;
ligules grandes, jaunes, a trois dents ; fleurs en tube dépassées par de longues paillettes
raides et laineuses aux bords ; achaines cylindriques courts, entourés de poils deux fois plus
longs qu’eux. Les capitules tombent d’une seule pi¢ce. En retenant les achaines qui germent
a leur intérieur de sorte que le collet de la plante est souvent entouré des restes du capitule
dont elle est issue (figure 1.2.1) [7-8].

Lifogo Cielsii

Figure 1.2.1 : Image de Lifago dielsii Schwenin. & Musch. [8]

1.2.5.2. Origine et répartition géographique

Lifago dielsii est originaire de la partie occidentale du désert du Sahara en Algérie

"Saoura, Touat”, au Maroc et en Mouritanie [8-9].
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1.2.5.3. Synonyme

Niclouxia saharae Batt. [7].

1.2.5.4. Place dans la systématique

Regne Plantae

Embranchement Tracheophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Asterales

Famille Astéraceae

Genre Lifago

Espece Lifago dielsii Schwenin. & Musch.

1.2.5.5. Usage traditionnel

Dans le sud de 1’Algérie, les parties aériennes de L. dielsii sont utilisées en médicine

populaire comme antidiabétique.
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Partie expérimentale



Chapitre 11.1

Travaux personnels effectues sur
I’espece Heliotropium bacciferum
Forssk.

11.1.1. Récolte de la matiere végétale
La plante a été récoltée durant le mois d’avril 2015, de la région de Bechar (Sud-Ouest
Algérien).

Les parties aériennes de cette espece ont été séchées dans un endroit sec et aéré, a I’abri

des rayons solaires.

11.1.2. Extraction

La poudre des parties aériennes de la plante (291,2g) est mise a macérer dans le n-
hexane durant 24 heures, a la tempeérature ambiante du laboratoire. La solution résultante
apreés filtration est concentrée, cette opération est répétée trois fois pour obtenir un extrait
n-hexane de masse 1,6 g. Le résidu de cette premiére opération est récupéré puis traité par

du chloroforme dans les méme conditions que précédemment. Apres filtration, la solution
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obtenue nous a fourni un extrait chloroforme de masse 2,9 g. Enfin, un troisieme

traitement par du méthanol nous a permis d’obtenir un extrait méthanol de masse 4,6g.

11.1.3. Séparation de I’extrait chloroforme

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de [’extrait
chloroforme, nous avons procédé a des tests chromatographique sur couche mince de gel
de silice déposée sur une feuille d’aluminium, la meilleure séparation a été obtenue avec

le systeme de solvant n-hexane/éther diéthylique dans les proportions (2 :1).

e

Systéeme d’élution n-hexane/éther diéthylique (2 :1)

Figure 11.1.1 : Profil chromatographique de I’extrait chloroforme de I’espéce
H. bacciferum.

11.1.3.1. Séparation chromatographique sur colonne

Un premier fractionnement de 1’extrait chloroforme de H. bacciferum (2,9 g) a été
réalisé par chromatographie d’adsorption sur une colonne de gel de silice (type 60, 230-
400 mesh, Merck) préparée dans le systeme n-hexane/éther diéthylique en gradient de
polarité (5:1, 3:1, 1:1). Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur
couche mince de gel de silice 60 sur support aluminium. Les plaques sont visualisées sous
lumiére de (254 et 365 nm) puis révélées avec de I’anis-aldéhyde et chauffées pendant

trois minutes a 100°C. La progression de cette colonne est donnée dans le tableau I1.1.1.
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Tableau I1.1.1 : Résultats des fractions obtenues de 1’extrait chloroforme de

H. bacciferum

Lots de fraction N°de la fraction Poids de la fraction (mg)
1 HBC1 27,1
2 HBC2 73,2
3 HBC3 127,3
4 HBC4 116,6
5 HBC5 160,1
6 HBC6 95,9
7-8 HBC7 398,4
9 HBCS8 66,6
10-11 HBC9 109,4
12-14 HBC10 1144
15 HUC11 158,9
16-17 HBC12 338,3
18-19 HBC13 155,8
20-21 HBC14 130,2
22-23 HBC15 154,9
24 HBC16 403,8
25 HBC17 181,1

La majorité des fractions ont subi une séparation par HPLC préparative en phase
inverse. Les six premieres fractions sont insolubles dans le MeOH, la raison pour laquelle

elles n’ont été pas traitées par HPLC préparative (mélange complexe +chlorophylle).
11.1.3.2. Séparation et purification des fractions sélectionnées

> Fraction HBC7

La fraction HBC7 (398,4mg) a été soumise a un fractionnement par chromatographie
d’adsorption sur gel de silice éluée par le systéme :n-hexane/éther diéthylique en gradient

de polarite.
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Les fractions ont été suivi par CCM sur gel de silice en utilisant les systéemes
CHCI;3 pur et CHCI3/ MeOH (9 :1) pour donner 3 fractions.

Tableau 11.1.2 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction

HBC7
N° de la fraction Systeme n-hexane — éther diéthylique
800 mL
HBC7.1 5:1
HBC7.2 31
HBC7.3 1:1

La sous-fraction HBC7.2 a été recristallisée dans le n-hexane avec une petite quantité
de chloroforme, aprés filtration, séchage lent (a I’air libre), des cristaux sous forme
d’aiguilles blanches se sont formés. Ces derniers insolubles dans le méthanol, sont purifiés
par lavages successifs a I’aide de ce solvant puis pesés (9,7 mg). Un test
chromatographique sur CCM montre une tache majoritaire nommée HBL1 et des traces
d’un autre produit nommé HB2. Les produits HB1 et HB2 donnent une coloration violette

apres révelation par le Ce(SOa)>.

> Fraction HBC12

La fraction HBC12 de masse 338,3 mg, est injectée en HPLC préparative en phase
inverse, dans une colonne C8 (250 x 10,0 mm, 10 um) Phenomenex, avec une phase
mobile MeOH/H>0 50 :50. La détection est assurée par un détecteur d’indice de réfraction
Waters R401. Cette méthode a permis I’isolement de HB3 et HB4 dont la collection a été

faite apres plusieurs injections. Les produits obtenus sont rassemblés dans le tableau 11.1.3.

Tableau 11.1.3 : Tableau indiquant le temps de rétention et la masse des produits isolés
de la fraction HBC12

Produits | tr(min) | m(mg) | Remarque apres le traitement des spectres RMN
HB3 30 0,4 Un produit pur
HB4 32 1,6 Mélange de deux produits HB3 et HB4

> Fractions HBC14, HBC15 et HBC16

Les fractions HBC14, HBC15 et HBC16 ont été traité dans les mémes conditions et de

la méme maniére que la fraction HBC12.
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» Les produits obtenus de la fraction HBC14 de masse 130,2 mg sont rassemblés dans

le tableau 11.1.4.

Tableau 11.1.4 : Tableau indiquant le temps de rétention et la masse des produits isolés
de la fraction HBC14

Produits | tr(min) | m(mg) | Remarque apres le traitement des spectres RMN
A 12 1,2 Mélange des produits
HB5 14 0,9 Un produit pur
HB6 16 2,6 Un produit pur
HB7 19 1,0 Un produit pur
HB8 30 0,6 Un produit pur
HB9 33 0,5 Un produit pur

» Les produits obtenus de la fraction HBC15 de masse 154,9 mg sont rassemblés dans
le tableau I1.1.5.

Tableau 11.1.5 : Tableau indiquant le temps de rétention et la masse des produits isolés
de la fraction HBC15

Produits | tr(min) | m (mg) | Remarque apreés le traitement des spectres RMN
B 10 0,2 Un mélange des produits
HB10 13 0,8 Un produit pur
C 20 0,3 N’a pas été traité¢ par RMN
D 34 0.3 éjé)r;e]g;;;)iclr]lg; pur mais sa structure n’est pas encore

» Les produits obtenus de la fraction HBC16 de masse 403,8 mg sont rassemblés dans

le tableau 11.1.6.

Tableau 11.1.6 : Tableau indiquant le temps de rétention et la masse des produits isolés
de la fraction HBC16

Produits | tr(min) | m (mg) | Remarque apreés le traitement des spectres RMN
E 9 0,1 Une faible quantité
HB11 13 4,2 Un produit pur
F 32 0,4 Un mélange des produits
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11.1.4. Séparation de I’extrait meéthanol

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait méthanol,
nous avons procéde a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice

déposée sur une feuille d’aluminium avec le systéme de solvant CHCI; /MeOH dans les

proportions (8 :2). Le résultat de ce test est illustré dans la figure 11.1.2.

¥

| ol

Systéme d’¢élution CHCIls/MeOH (8 :2)

Figure 11.1.2 : Profil chromatographique de I’extrait méthanol de 1’espéce H. bacciferum

11.1.4.1. Séparation chromatographique sur colonne

L’extrait MeOH (1,5 g) a subi un premier fractionnement sur chromatographie
d’exclusion sur gel de Sephadex LH-20 éluée avec le MeOH (débit 1,1 ml/min), avec un
fractionnement tous les 10 ml. Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie
sur couche mince de gel de silice 60 F254 sur support en verre €luée avec le systeme n-
BuOH-AcOH-H,0 (60:15:25 v/v/v). Les plagues sont visualisées sous UV a 254 et 365
nm puis révélées avec du Ce(SOa). et chauffées pendant trois minutes a 100°C. La

progression de cette colonne est donnée dans le tableau 11.1.7.
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Tableau 11.1.7 : Résultats du fractionnement de 1’extrait méthanol de H. bacciferum

Lots de fraction N°de la fraction | Poids de la fraction (mg)
1-37 HBM1 182,2
38-54 HBM2 161,6
55-91 HBM3 623,4
92-98 HBMA4 55,2
99-130 HBM5 445,6

11.1.4.2. Séparation et purification des fractions sélectionnées

> Fraction HBM1

La fraction HBM1 de masse 182,2 mg, a été purifiée par RP-HPLC en phase inverse,
sur une colonne C1g (300 x 7,8 mm, 10 um) Waters, avec le systteme MeOH-H20 (40:60)
en mode isocratique pour donner le composé HB12. Les produits obtenus sont rassemblés

dans le tableau 11.1.8.

Tableau 11.1.8 : Tableau indiquant le temps de rétention et la masse des produits isolés
de la fraction HBM1

Produits | tr(min) | m(mg) | Remarque apres le traitement des spectres RMN
G 9 0,2 Une faible quantité
HB12 13 4,0 Un mélange de deux produits HB12 et HB13
H 30 0,3 Un mélange

> Fraction HBM?2

La fraction HBM2 de masse 161,6 mg, a subi une séparation sur RP-HPLC dans les
mémes conditions que la fraction HBML1, les produits obtenus sont rassemblés dans le

tableau |

1.1.9.

Tableau 11.1.9 : Tableau indiquant le temps de rétention et la masse des produits isolés

de la fraction HBM2

Produits | tr(min) | m(mg) | Remarque apres le traitement des spectres RMN
I 7 0,2 Une faible quantité
HB13 13 0,3 Un produit pur
J 15 0,3 Un mélange
HB14 17 4,0 Un produit pur
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> Fraction HBM3

La fraction HBM3 de masse 623,4 mg, a été purifiée par RP-HPLC, sur une colonne
C (300 x 7,8 mm, 10 um) Waters, avec le systtme MeOH-H20 (60:40) en mode

isocratique. Les produits obtenus sont rassemblés dans le tableau 11.1.10.

Tableau 11.1.10 : Tableau indiquant le temps de rétention et la masse des produits isolés

de la fraction HBM3

Produits | tr(min) | m(mg) | Remarque apres le traitement des spectres RMN
K 11 1,2 Un mélange des produits
HB15 29 1,6 Un produit pur
L 36 0,3 N’a pas été traité par RMN

> Fraction HBM4

La fraction HBM4 de masse 55,2 mg, a été purifiée par RP-HPLC en utilisant comme
systéme d’élution le MeOH-H20 (50:50), les produits obtenus sont rassemblés dans le
tableau 11.1.11.

Tableau I11.1.11 : Tableau indiquant le temps de rétention et la masse des produits isolés
de la fraction HBM4

Produits | tr(min) | m(mg) | Remarque apres le traitement des spectres RMN
G 10 0,2 Une faible quantité
HB16 13 0,5 Un produit pur
H 22 0,3 N’a pas été traité par RMN
HB17 24 0,3 Un mélange de deux produits HB16 et HB17

> Conclusion

La mise a profit des techniques chromatographiques sur les fractions des
extraits chloroforme et méthanol des parties aériennes d’Heliotropium
bacciferum a mené a la séparation et la purification de 20 produits et la
détermination de structure de 17 d’entre eux, alors que les trois produits restants
n‘ont pas éte traités a cause de leur faible quantité. Les résultats et la discussion

de ces analyses seront développés au chapitre 111.1.
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11.1.5. Détermination quantitative des phénols

totaux

L'extrait méthanolique de H. bacciferum a été analysé pour sa teneur en
composés phénoliques totaux selon la méthode colorimétrique Folin-
Ciocalteu. Les phénols totaux ont été exprimés en équivalents d’acide gallique
(mg/g d’extrait) [1].

11.1.6. Activité antioxydant des extraits et des

composeés de H. bacciferum.

11.1.6.1. Activité anti-radicalaire (test du radical DPPH®)

L’activité anti-radicalaire de I'extrait méthanolique de H. bacciferum, de l'acide
rosmarinique, du gercétine et de I'acide ascorbique a été déterminée en utilisant le radical
stable, 1,1 diphénylpicrylhydrazyle (DPPH®), selon les procédures décrites par Esposito et
al. 2017 [1]. Sous sa forme radicalaire, le DPPH® possede une bande d'absorption a 517
nm, qui disparait lors de sa réduction par un composé anti-radicalaire.

Un volume de 37,5 ul de différentes concentrations préparées dans le MeOH des
différents échantillons testés a été ajouté a 1,5 ml de solution de DPPH° préparée
quotidiennement (0,025 g/l dans le MeOH); la concentration maximale utilisée était de
400 pg/ml. Un volume égal (37,5 ul) du DPPH® seul a été ajouté aux tubes témoins.
L'absorbance a 517 nm a été mesurée sur un spectrophotometre 10 min apres le début de
la réaction. La concentration en DPPH®° dans le milieu réactionnel a été calculée a partir
d'une courbe d'étalonnage analysée par régression linéaire. Le pourcentage de DPPH°
restant (DPPH° REM%) a été calculé comme suit :

DPPHsy % = [DPPH"], x 100
[DPPH®],

t: La durée de I’expérience (10 min).

La quercétine et I'acide ascorbique ont éeté utilisés comme témoin positif dans le test.
Toutes les expériences ont eté effectuees en triple et les concentrations effectives
moyennes de piégeage (ECso) ont été calculées en utilisant le logiciel GraphPad. Les

résultats sont indiqués dans le chapitre 111.1.
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11.1.6.2. Test de capacité antioxydante équivalente de Trolox
(TEAQC)

Cette méthode introduite par Miller et Rice-Evans (1993) [2] est basée sur la capacité
des antioxydants a neutraliser le radical ABTS (sel d'ammonium de l'acide 2,2'-azinobis-
(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). La solution ABTS est obtenue en mélangeant
I'’ABTS avec un oxydant (généralement le persulfate de potassium) qui donne une solution
d'une couleur bleu intense. La CA est mesurée comme la capacité des composes tests a
diminuer l'intensité de la coloration obtenue a partir de I'ABTS en la comparant avec un
antioxydant de référence, le Trolox (acide 6- hydroxy-2,5, 7 ,8-tétraméthylchroman-2-
carboxylique) dont la structure moléculaire cyclique est similaire a celle de la vitamine E
sans la chaine aliphatique. La réduction de I'ABTS (Figure 11.1.3) conduit a une
décoloration du bleu de la solution ABTS mesuréee a 645 - 734 nm de la solution [3]. Plus
I'absorbance finale est faible, plus la valeur TEAC est élevée, c.-a-d. plus l'antioxydant est
efficace [4]. Cette méthode a pour avantages sa simplicité a mettre en ceuvre et sa rapidité.
De plus, la solution d'ABTS est soluble dans I'eau et dans les solvants organiques et n'est

pas affectée par la force ionique, elle peut donc déterminer la CA lipophile et hydrophile

[5].
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Figure 11.1.3 : Oxydo-réduction de 'ABTS en ABTS°+ [6]
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Cependant, le principal inconvénient de la méthode TEAC avec I'ABTS est que la
méthode est basée sur I'hypothese que les réactions d'oxydo-réductions se déroulent

rapidement.

Van den Berget et ses collaborateurs (1999) [7] ont conclu que «l'évaluation
quantitative de la CA en utilisant la méthode TEAC peut étre difficile, voire impossible,

mais elle peut étre utilisée pour fournir un ordre de classement des antioxydants ».

Le test TEAC a eté réalisé selon la méthode de Re et al. 1999 [3]. Le cation radical
ABTS a été genéré en mélangeant (1:1, v/v) ABTS (7,0 mM) et le persulfate de potassium
(2,45 mM). Le mélange a été laissé au repos pendant une nuit a température ambiante dans

I'obscurité pour former le radical ABTS, et il a éte utilisé en deux jours.

La solution radicalaire de ABTS a été préparée en diluant la solution mére avec du PBS
(pH 7,4) jusqu'a une absorbance de 0,70 + 0,05 a la longueur d’onde de 734 nm. 15 pl
d'extrait (0,60-0,02 mg/ml) ou de composés (0,01-0,0025 mM) ont été mélanges avec 1485
ul d'ABTS®*. La diminution de l'absorbance a été mesurée a 734 nm par un
spectrophotometre, apres 1 minute d'incubation a température ambiante, en référence a un
blanc (PBS sans ABTS°"). Le pourcentage de piégeage de ABTS°* a été calculé par
rapport au Trolox (un analogue hydrosoluble de la vitamine E adopté comme étalon
antioxydant). Les résultats ont été exprimés en valeurs de capacité antioxydante
équivalente (TEAC) de Trolox et calculés comme valeur moyenne + écart-type, en

triplicata.

I1.1.7. Test de cytotoxicité

11.1.7.1. Cellules et traitement

HCT116 (cancer du c6lon humain) et DLD1 (adénocarcinome colorectal humain) ont
été obtenues a partir de I'American Type Cell Culture (ATCC) (Rockville, MD, USA).
Les cellules ont été maintenues dans du DMEM additionné de 10% de FBS, 100 mg/1 de
streptomycine et de pénicilline 100 Ul/ml a 37°C dans une atmosphére humidifiée a 5%
de CO». Pour assurer une croissance logarithmique, les cellules ont été repiquées tous les

deux jours.

Les fibroblastes dermiques humains primaires (HDFa), isolés a partir de peau d'adulte,
ont été obtenus aupres de Gibco, Life Technology Corporation. Des cellules HDFa ont été
cultivées en milieu M106 additionné de 100 U/ml de pénicilline, 100 pg/ml de
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streptomycine, de sérum de veau feetal (2% ; v/v), d'hydrocortisone (1 pg/ml), de facteur
de croissance épidermique humain (10 ng/ml) et de facteur de croissance basique des
fibroblastes / héparine (10 pg/ml), en cultures monocouches a 37°C dans une atmosphére
humidifiée contenant 5% de CO, dans l'air. Des HDFa (4 x 10° cellules par puits) ont été
cultivées en triple dans des plagues a 96 puits dans un volume final de 100 pl de milieu
complet M106. Solutions méres d'extraits (5 mg/ml) et de composés purifiés (50 mM) dans
du DMSO ont été stockés dans I'obscurité a 4°C. Des dilutions appropriees ont été
préparées dans un milieu de culture immédiatement avant utilisation. Dans toutes les

expériences, la concentration finale de DMSO ne dépassait pas 0,15% (v/v).

11.1.7.2. VViabilité cellulaire

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques a 96 puits et incubées pendant les
temps établis en l'absence (véhicule uniquement) et en présence de différentes
concentrations d'extraits (1,00-0,025 mg/ml) ou de composés (1,0-0,1 mM). Le jour avant
les traitements, les cellules ont été ensemencées a une densité cellulaire de 1 x 10* cellules

/ puits.

Le nombre de cellules viables a été quantifié par dosage de MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromide) [8]. L'absorption a 550 nm pour chaque puits
a été évaluée en utilisant un lecteur de microplaques (Lab Systems, Vienna, VA, USA).
Dans certaines expériences, la viabilité cellulaire a également été vérifiée par un essai
d'exclusion au bleu de Trypan en utilisant une chambre de comptage de Birker. Les
valeurs de concentration inhibitrice demi-maximale (Clso) ont été calculées a partir des
courbes dose-réponse de viabilité cellulaire et définies comme étant la concentration
entrainant une inhibition de 50% de la survie cellulaire par rapport aux témoins. Les

valeurs Clsp ont été réalisées avec le logiciel GraphPad.
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Chapitre 11.2

Travaux personnels de ’espece
Lifago dielsii Schwein. & Musch.

Une recherche bibliographique poussée a montré que I’espéce Lifago dielsii Schwein.

& Musch. n’a jamais fait d’objet d’étude phytochimique ou biologique

11.2.1. Récolte de la matiere végétale

L’espece selectionnée a été collectée dans son habitat naturel. Les récoltes sont
effectuées dans larégion de Bechar (Sud- Ouest Algérien) durant le mois d’Avril 2009.
Un spécimen (ALD 04/09) a été déposé au niveau de I’herbier de I’unité de
recherche VARENBIOMOL, université des freres Mentouri-Constantine. Les

parties récoltées ont ensuite été séchées a 1’abri de la lumiere.

11.2.2. Le screening phytochimique

Le screening chimique a été effectué sur les parties aériennes (fleurs et tiges) de la
matiére seche, par des réactions usuelles a I’aide des réactifs de caractérisation classiques
[1-7].
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11.2.2.1. Recherche des terpenes et stérols insaturés

La présence des stérols et des terpénes a été mise en évidence a I’aide de I’acide

sulfurique et de I’anhydride acétique. Les étapes suivantes ont éte réalisées :

1. Un mélange MeOH/HO (80/20) est additionné a une quantité de la poudre
végétale puis laisser macerer pendant 24h.

Agitation, filtration puis évaporation a sec.

Addition de 50 ml d’éther a la solution précédente et décantation.

Séparation des deux phases.

Evaporation de la phase éthérée et 1’ajout de 15 ml de chloroforme.

S T i

Répartition du contenu en trois tubes a essai en quantité égale.

Réaction de caractérisation
— Tube 1: utiliser comme témoin.
— Tube 2 : addition de 3 gouttes de I’acide sulfurique.
L’apparition de la couleur rouge cerise confirme la présence des stérols insaturés.
— Tube 3: addition de 3ml d’anhydride acétique.

Changement rapide de la couleur indique la présence des terpenes.

Observation :

Tiges et fleurs : la couleur ne change pas pour les stérols et les terpénes.

11.2.2.2. Recherche des triterpenes

La présence des triterpenes est mise en évidence a I’aide de H,SO, concentre.

1. Un mélange MeOH /H,0O (80 : 20) est additionné a une quantité de la poudre
végétale puis laisser pendant 24h.

2. Agitation puis filtration et évaporation a sec.

3. Dissolution du résidu obtenu dans 1ml d’anhydride acétique puis dans le
chloroforme.

4. Division de la solution entre deux tubes a essai dont I’un sert de témoin.

5. Additionde 1ml d’acidesulfurique concentré au fond du tube a I’aide d’une pipette

(sans agitation).

La formation d’un anneau rouge brunatre ou violet a la zone de contact des deux

liquides confirme la présence des triterpénes (reaction de Libermann-burchard).
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Observation :

Tiges : formation d’un anneau rouge brunatre.

Fleurs : apparition d’une coloration violet foncé.

11.2.2.3. Recherche des saponines

Les saponines sont caractérisées par leur pouvoir moussanten solution aqueuse.

1.

2.
3.
4.
5.

Dissolution de 5g de la poudre végétale a analyser dans 50 ml d’eau distillée dans
un erlen Mayer de 250ml.

Décoction pendant 30 minutes.

Refroidissement du mélange.

Filtration puis prélevement de 5ml du décocté dans un autre tube a essai.
Agitation.

L’apparition d’une mousse persistante indique la présence des saponines.

Observation :

Tiges et fleurs : I’apparition d’une mousse.

11.2.2.4. Recherche des coumarines

Les étapes effectuées sont les suivantes :

G N o g & w D P

Ajouter 20ml d’éther a 1g de la poudre végétale.

Laisser macerer pendant 24h.

Filtrer le mélange puis compléter a 20ml avec de I’eau distillée.
Evaporer le mélange obtenu a I’air libre jusqu’a I’obtention de 5ml.
Ajouter 2ml d’eau distillée chaude.

Partager la solution en deux tubes a essai.

Ajouter au contenu de I'un des tubes de I'ammoniaque & 25%.

Mélanger et observer la fluorescence sous UV a 365 nm.

Une fluorescence intense dans le tube contenant I’'ammoniaque confirme la présence

des coumarines.

Observation :

Tiges : une fluorescence identique a celle du témoin.

Fleurs : une fluorescence intense.
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11.2.2.5. Recherche des flavonoides

En présence de NaOH (1N), de HCI concentré et des coupeaux de Magnésium, les

flavonoides donnent des réactions de coloration caractéristique.

1. Dissolution de 5g de la poudre végetale a analyser dans 50 ml d’eau distillée
pendant 30 min.

2. Filtration.

3. Prélevement de 6ml d’infusé et les introduire dans 3 tubes a essai a raison de
2ml par tube.

4. Addition respective de :

- Dans le premier tube 1ml de NaOH 1N.

- Dans le deuxiéme 1ml d’eau distillée.

- Dans le troisieme 1ml de HCI concentré et de coupeaux de magnésium.

En présence des flavonoides, les colorations suivantes: jaune-rougeatre,
rouge a rouge-violacé, rouge-foncé au violet ou bleu, jaune peuvent étre
observées. Ces couleurs correspondent respectivement aux flavones,

flavonols, flavonones et isoflavones.

Observations :

Tiges :Tube 1 :+NaOH => coloration jaune rougeatre.
Tube 2 : +H>O => coloration jaune.
Tube 3 : +HCI+Mg => coloration rouge + dégagement du gaz d’hydrogéne
(une réaction exothermique), et la couleur rouge persiste.

Fleurs :Tube 1 :+NaOH => coloration jaune rougeatre.
Tube 2:+H>O => coloration jaune claire.
Tube 3: +HCI+Mg => coloration jaune claire + dégagement du gaz

d’hydrogene (une réaction exothermique) et une coloration rouge apparait

11.2.2.6. Recherche des leucoanthocyanes

La méme réaction effectuée au bain marie en absence de coupeaux de magnésium,

indique la présence des leucoanthocyanes par I’apparition de la coloration rouge.

Observation :

Tiges : coloration rouge.

Fleurs : coloration jaune.
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11.2.2.7. Recherche des anthocyanes

Les étapes réalisées sont :

1. Dissoudre 2,5 g de la poudre végétale a analyser dans 25 ml d’eau distillée
bouillante pendant 15 minutes.

2. Filtrer et compléter avec un peu de I’eau chaude jusqu’a 25 ml.

3. Prendre 5ml du filtrat auquel on additionne 5 ml de H,SO, (10%).

4. Addition de 5ml d’ammoniaque (10%).

Si la coloration se voit par acidification jaune claire et vire au bleu-
violacé par addition de 5 ml d’ammoniaque (10%), ceci indique la présence

d’anthocyanes.

Observation :

Tiges : coloration rose.

Fleurs : la couleur ne change pas.

11.2.2.8. Recherche des quinones

Les étapes effectuées sont :

1. Dissoudre de la poudre végétale a analyser, humecter de quelques gouttes de HCI.
2. Macération pendant 24h dans un erlen Meyer contenant 10 ml d’éther de pétrole.
3. Filtrer.

4. 2 ml de filtrat sont additionnés avec 2 ml de NaOH a 10% puis agitation.

L’apparition de la coloration rouge Vvirant au violet indique la présence des

quinones.

Observation :

Tiges et fleurs : formation de deux phases mais aucune coloration n’est observée.

11.2.2.9. Recherche des tanins

Tanins catéchiques

1. Infusion de 2,5g de matiére végétale dans 25ml d’eau bouillante pendant 30 min.
2. Prélevement de 2 ml de la solution précédente dans un tube a essai.

3. Addition de quelques gouttes (environs 3gouttes) de chlorure ferrique FeCl; (1%).

L’apparition de coloration ou la formation d’un précipité indique la
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présence des tanins catéchiques.

Observation :

Tiges et fleurs : coloration verte.

Tanins galliques

1. Prendre 2ml de I’infusé précédent et les mettre dans un tube a essai.
2. Saturer en acetate de sodium.

3. Ajouter quelques gouttes de FeCl; (1%).

La formation d’un précipité indique la présence des tanins galliques.

Observation :

Tiges et fleurs: La formation d’un précipité.

11.2.2.10. Recherche des alcaloides

Le protocole est comme suit :

1. Dissoudre 5 g de la poudre végétalea analyser dans 25 ml d’acide sulfurique dilué
a 10% dans un erlen de 250 ml.

Agiter et laisser macérer pendant 24h a la température du laboratoire.

Filtrer et laver avec de I’eau distillée de maniére a obtenir 25ml de filtrat.
Introduire 1ml de filtrat dans un tube a essai.

Ajouter le réactif de Dragendorff (3 gouttes).

o 0 LN

Laisser reposer 10 minutes.

L’apparition d’un précipité ou changement de couleur indique la présence
d’alcaloides.
Observation :

Tiges et fleurs : changement de couleur.

11.2.3. Extraction

Le matériel végétal (2000g) est mis a macérer dans un mélange hydro-alcoolique
(Ethanol/Eau; 80: 20; v/v) pendant 48 heures a température ambiante. Le premier
extrait récupéré est concentré sous pression réduite a une température modérée (environ
35°C). La macération est répétee 3 fois avec renouvellement du solvant et dure dans

chaque cas de 24 a 48 heures.

69



Chapitre I1.2 Travaux personnels effectués sur l'espéce Lifago dielsii Schwein. & Musch.

Les trois extraits récupérés sont réunis et concentrés. A la solution obtenue, on ajoute
sous agitation magnétique, de I’eau distillée (& raison de 400 ml d’eau distillée pour 1kg
de matiere séche). La solution ainsi obtenue est laissée au repos a froid pendant une nuit

pour décantation. Cette derniére permet le dépbt de la chlorophylle, des cires, du sable.

Au cours de la dissolution de I’extrait brute avec de ’eau distillée il restait une partie

insoluble. Cette derniére a former I’extrait MeOH (partie insoluble dans I’eau).

Apres filtration on obtient une solution aqueuse de coloration rouge brune. Cette phase
aqueuse subitune extraction de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité
croissante en commencant par le hexane, chloroforme, puis I’acétate d’éthyle et en dernier
le n-butanol.

Le filtratestépuisé par le chloroforme, la phase organique est concentrée a sec a une
température n’excédant pas 35°C et donne une masse de 23,14g de [Iextrait

chloroforme.

La phase aqueuse résiduelle est reprise avec I’acétate d’éthyle. Cette phase acétate est

concentrée a sec et donne un extrait de masse 14,61g.

Finalement, en suivant la méme procédure avec du n-butanol, on obtient un extrait

n-butanol de masse 46,669.

L’extrait MeOH brut est de masse18g.

11.2.4. Séparation de I’extrait acétate d’éthyle

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait acétate
d’¢éthyle, nous avons procédé a des tests chromatographiques sur chromatographie couche
mince de gel de silice déposée sur feuille d’aluminium en utilisant divers systémes
d’élution. La meilleure séparation a été obtenue avec le systéeme de solvant CH.Cl2/CH30OH
dans les proportions (4:1).

11.2.4.1. Séparation chromatographique sur colonne

Une masse d’environ 14g d’extrait acétate d’éthyle est déposée sur une colonne de
gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans le dichlorométhane. L’élution
a éte réalisee par du CH2Cl> avec un gradient de CH3sOH en commengant par le
dichlorométhane pur et en terminant par le méthanol pur avec un fractionnement tous

les 100 ml. Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur couche mince
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de gel de silice 60 sur support aluminium. Les plagues sont visualisées sous lumiere UV
(254 et 365 nm) puis révélées avec de I’'anisaldéhyde et chauffées pendant trois minutes a

100°C. La progression de cette colonne est reportée dans le tableau 11.2.1.

Tableau 11.2.1 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de

I’extrait acétate d’éthyle de 1’espece L. dielsii

Lots de fraction CH,CI, MeOH
1-8 100 0
9-30 99 1
31-49 98 2
50-69 97 3
70-92 96 4
93-113 95 5
114-136 93 7
137-160 90 10
161-184 87 13
185-208 84 16
209-231 80 20
232-254 75 25
255-278 70 30
279-293 65 35
294-303 55 45
304-321 50 50
322-353 45 55
354-369 40 60
370-385 25 75
386-406 5 95
407 0 100

Les fractions présentant la méme composition selon leur profil chromatographique
sur CCM sont réunies donnant ainsi 17 fractions que nous représentons dans le tableau
11.2.2
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Tableau 11.2.2 : Résultats des fractions obtenues de I’extrait acétate d’éthyle de I’espéce

L. dielsii
Lots de fraction | N°de la fraction | Poids de la fraction (mg)

1-30 LDA1 56,3
31-49 LDA2 138,5
50-69 LDA3 95,8
70-113 LDA4 344.9
114-148 LDAS 550,1
149-172 LDA6 461,2
173-214 LDA7 2947,4
215-249 LDAS 1901,8
250-263 LDA9 614,1
264-278 LDA10 553,1
279-293 LDA11 606,7
294-307 LDA12 1102,7
308-337 LDA13 2458,2
338-359 LDA14 962,2
360-369 LDA15 278
370-394 LDAL16 650,8
395-406 LDAL7 248,8

Parmi les 17 fractions obtenues, seules les fractions LDA13 et LDA14 ont subi des

séparations sur plaque a cause de leur simplicite.

11.2.4.2. Séparation et purification des fractions sélectionnées

> Fraction LDA13

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction LDA13,
plusieurs tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice déposée sur feuille
d’aluminium ont été effectués, la meilleure séparation a été obtenue avec le systéme
CHCI3/MeOH (4 :1).

La fraction LDA13 (2458,2 mg), a subi une séparation par chromatographie d’adsorption
sur une colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans le systeme
CHCI3/MeOH en gradient de polarité (7:1, 4:1, 1:1), le suivi de cette colonne est effectue
par CCM. Les plaques sont visualisées sous lumiére UV (254 et 365 nm) puis révélées avec
de I’'anisaldéhyde et chauffées pendant trois minutes a 100°C. Les sous-fractions similaires
sont rassemblées, évaporees et pesées donnant 15 sous-fractions, parmi lesquelles les sous-
fractions LDA13-7 et LDA13-11 ont subi des purifications.
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> Purification de la sous-fraction LDA13-7

Cette sous-fraction a subi un premier fractionnement par chromatographie d’exclusion
sur une colonne Sephadex LH-20 éluée par le MeOH donnant 10 sous-fractions. Parmi
lesquelles la sous-fraction LDA13-7-6 a été purifiée sur couche mince éluée dans le systeme
CHCI3/MeOH (5 :1) pour donner le produit LD1 (1mg).

> Purification de la sous-fraction LDA13-11

La sous-fraction LDA13-11, a subi une séparation sur plaque de gel de silice avec le
systéme d’élution CHCIz/CH30H (4:1) et 3 élutions successives. Cette opération a permis
I’obtention d’un produit a 1’état pur nommeé LD2 (2mg).

Les étapes de séparation et purification sont résumés dans 1’organigramme suivant :

[ La sous-fraction LDA13 ]

Colonne gel de silice systétme CHCIs/MeOH (7 :1;4:1;1:1)

v

CCM, CHCIs/MeOH (4 :1)

.%

lSephadex LH-20 (MeOH)

CCM, CHCIs/MeOH (5 :1)

4_

LD2
LD1

Figure 11.2.1 : Schéma illustrant toutes les étapes de séparation et de purification

> Fraction LDA14

La fraction LDA14 de masse 962,2 mg, a subi une séparation sur colonne de gel de silice
avec le méme systeme d’élution précedent. Les sous-fractions similaires sont rassemblées

et évaporées donnant 10 sous-fractions.

Notre choix a porté sur la premiere sous-fraction LD14-1 a cause de sa richesse, car

cette fraction comporte un produit majoritaire.
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> Purification de la sous-fraction LDA14-1

Cette sous-fraction a été traitée sur colonne de gel de Sephadex LH-20 éluée avec le
MeOH donnant 6 sous sous-fractions, parmi lesquelles la sous sous-fraction LDA14-1-4 a

donné le produit majoritaire nommeé LD3 (1,8mg) a I’état pur.

11.2.5. Evaluation de 1’activité antioxydante

Ces derniéres années, I’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs

propriétes thérapeutiques, a augmenté considérablement.

Des recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été développées pour
I’extraction, I’identification et la quantification de ces composés a partir de plusieurs
substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et les produits agroalimentaires

[8].

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a
I’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le g-caroténe (provitamine A), I’acide
ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques.
En effet, la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possedent des
groupes hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont
attribuées en partie a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels
que les radicaux hydroxyles (OH") et superoxydes (O2") [9].

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer I’activité antioxydante par piégeage de

différents radicaux, parmi ces méthodes :

— ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) [10].

— TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter) [10].

— Les ions ferriqgues par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant
Parameter) [11].

— Les radicaux ABTS® (sel d’ammonium d’acide2,2-azinobis-3-thylbenzothiazoline-
6-sulfonique) [12].

— Laméthode utilisant le radical libre DPPH" (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) [13,14].

Dans le but d’ évaluer I’activité antioxydante de nos extraits, nous avons procédés en
premier lieu a des tests de quantification de polyphenols et des flavonoides et en second
lieu P’estimation du pouvoir antioxydant par le test au DPPH et I’inhibition de la

peroxydation lipidique (LPO).
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11.2.5.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC)

11.2.5.1.1. Principe

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits sont déterminées au moyen du Na,CO,
et du réactif de Folin-Ciocalteu [15]. Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique qui est réduit, lors de I’oxydation des
phénols en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration bleue
produite posséde une absorption maximale aux environs de 750 nm. L’absorbance, par
référence a une gamme étalon obtenue avec un acide phénolique (acide gallique), permet
de déterminerla quantité de polyphénols totaux présente dans un extrait. Elle est

exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par g de matiére séche [15].
11.2.5.1.2. Protocole

Le tableau suivant rassemble les étapes d’¢laboration de la gamme étalon

Tableau 11.2.3 : Protocole expérimental (méthode Folin—Ciocalteu)

Blanc Echantillon
[AG] = 5mg/ml (ml) - 0,2
H>O (ml) 1 0,8
Réactif de Folin 1N (ml) 0,5 0,5

Incuber pendant 5 min

Na>C0O3 20% (ml) 2,5 2,5

Volume total (ml) 4 4

Agiter, puis incuber pendant 90 min a 1’obscurité et a température
ambiante, mesurer 1’absorbance a 765 nm

La courbe d’étalonnage d’acide gallique est représentée dans la figure 11.2.2
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Figure 11.2.2 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Concernant les extraits, nous avons suivi les mémes étapes effectuées pour la courbe

d’étalonnage de I’acide gallique.

Les concentrations de ces extraits sont évaluées par rapport a I’équation de régression
linéaire de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique et sont exprimés en mg d’équivalent

d’acide gallique /g d’extrait (mg EAG/g d’extrait)

11.2.5.2. Dosage des flavonoides totaux (TFC)

11.2.5.2.1. Principe

La méthode de trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides dans
les extraits, a 2 ml d’échantillon ou standard (préparé dans le MeOH) est ajouté 2 ml de la
solution AICI3z (2% dans le MeOH), Aprés 10 min de réaction 1’absorbance est lue a 430
nm. La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie
avec la quercétine (040 pg/ml) et est exprimé en microgramme d’équivalent de quercétine

par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) [10].

11.2.5.2.2. Protocole

Les etapes réalisées dans ce dosage sont présentées dans le tableau 11.2.4
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Tableau 11.2.4 : Protocole expérimental (méthode au AICI5)

Echantillon
[Quercétine] = Smg/ml (ml) 2
AICl3 2% (ml) 2
Volume total (ml) 4
Agiter, puis incuber pendant 60 min a I’obscurité et a
température ambiante, mesurer I’absorbance a 430 nm

Les résultats sont présentés dans la courbe suivante :

A=f([Quercétine])
0,18 -
0.16 -
0.14 - v = 0,002x + 0,0063 *
g R*=0967
E‘ 0.12 - .
g 01 -
wr
= 008 -
0.06 -
0.04 -
0,02 -
CI ' ! T 1
0 20 40 &0 20
[Quercétine] en pg/ml

Figure 11.2.3 : La courbe d’étalonnage de la quercétine.

Concernant les extraits, nous avons procéder de la méme maniére que pour la courbe

d’étalonnage de la quercétine.

11.2.5.3. Activité anti-radicalaire (test DPPH)

11.2.5.3.1. Principe

Le DPPH" (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 517 nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical
DPPH-’ est réduit et change de couleur en virant au jaune [16-17].

Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage
d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir anti-radicalaire
de I’échantillon [15].
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2, P

N + Antioxydant-OH ——> NH + Antioxydant-O
O,N NO, ON NO,
NO, NO,
1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH") DPPH-H
Violet Jaune

Figure.l1.2.4 : Réduction du radical libre DPPH" (1,1 Diphényle-2-Picrylhydrazyl)

L’activité antiradicalaire est exprimée en pourcentage de DPPH réduit selon la formule :

1% = Aptanc — Aschant

x 100
Ablanc

ApranciAbsorbance du contréle réactif (MeOH + réactif DPPH)
Agchane: Absorbance de (I’extrait + réactif DPPH)

11.2.5.3.2. Protocole

Les étapes suivantes sont effectuées :

— On prépare une solution d’acide ascorbique de 5 mg/ml comme solution mere puis
on prépare les solutions filles :(5 ; 10 ; 20 ; 50 ; 100) pg/ml.

— Pour chaque extrait on prépare une solution mére de 5mg /ml a partir de laquelle on
prépare des solutions filles: (5; 10; 20 ; 50 ; 100 ; 150 ; 200) pg/ml. Le tableau

11.2.5 rassemble les étapes suivies.

Tableau 11.2.5 : Protocole expérimental (test au DPPH)

DPPH" (0,2mM) | Echantillon MeOH /H.0

Blanc échantillon - Iml Iml
Blanc DPPH° (100%) iml - iml
Echantillon 1ml Iml -

Incubation pendant 60 min a I’obscurité et a température ambiante, mesurer

I’absorbance a 517 nm

La valeur ICso est la concentration qui assure la réduction de 50% du DPPH, elle est

déterminée graphiquement pour chaque extrait a partir de la courbe du pourcentage de
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réduction en fonction de la concentration [18].

11.2.5.4. Inhibition de la peroxydation lipidique (LPO induite par le

systeme Fe?*/ acide ascorbique)

11.2.5.4.1. Principe

Le mélange réactionnel contenant I'hnomogénat de foie de rat (0,1 ml, 25% p/v) dans du
Tris-HCI (30 mM), du sulfate d'ammonium ferreux (0,16 mM), de I'acide ascorbique (0,06
mM) et différentes concentrations de I'extrait dans un volume final de 0,5 ml a été incubé
pendant 1 heure & 37°C et la substance réactive thiobarbiturique résultante (TBARS) a été
mesurée a 532 nm [19]. Trolox a été utilisé comme référence. Les résultats ont été calcules,

en pourcentage d'inhibition, selon I'équation suivante :

Ablanc - Aéchant

1% = x 100

Ablanc

Apianc:Absorbance du contréle réactif

A¢cnant - Absorbance de (1’extrait + réactif)
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Chapitre 111.1

L’espece Heliotropium bacciferum
Forssk.

111.1.1. Rendement des extraits

Le calcul du rendement de cette extraction par rapport a la matiere seche est reporté
dans le tableau 111.1.1

Tableau 111.1.1 : Rendement des extraits de Heliotropium bacciferum

Ext Hexane Ext CHCI3 Ext MeOH

Rend % 0,55 0,99 1,58

I11.1.2. Elucidation structurale des composés isolés

Les produits isolés ont été caractérisés par les méthodes d’analyse spectroscopiques
RMN 1D du proton et du carbone 13, RMN 2D (COSY, ROESY, HSQC, HMBC) et par

comparaison avec les données de la littérature.

82



Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

111.1.2.1. Elucidation structurale des composés HB1 et HB2

HB1 HB2

Le mélange des composés HBlet HB2, a été obtenu sous forme de cristaux blancs
solubles dans le chloroforme. L’analyse du spectre RMNH (Spectre 111.1.1) enregistré dans
le CDCI3 permet 1’observation des signaux caractéristiques des stérols. On retrouve en

effet :

- Une série de pics tres dense dans I’intervalle 0,70 ppm a 2,33 ppm, supposant la
présence d’un nombre élevé de groupements méthyles, méthylénes et méthynes.

- Un multiplet a én 3,55 ppm caractéristique du proton geminé & un groupement
hydroxyle porté par le carbone C-3 des stérols.

- Un multiplet a o1 5,37ppm d’intégration un proton, attribuable au proton oléfinique

H-6 des stérols.

En plus, le méme spectre montre la présence de deux protons éthyléniques a 615,18 et
5,04 ppm sous forme de deux doublets dédoublés (J = 15,1 ; 8,7 Hz) qui ne peuvent étre

attribués qu’aux protons H-22 et H-23 du stigmastérol respectivement.

83



Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

7 # ERRECHEHGE
o = —Soofaodaoo
| i S2pezdees
H-23
AP A_A_
—
=1
s
: -3
—_ _— e e e T H ] e
;i 5 mE=2 & m3ap

T T T T T T T T T T T
.2 50 48 46 44 42 40 38 356 34 32 30 28 268 24 22 24 1.8 16 1.4 12 10 08 08 0.4

g
L
w

Spectre 111.1.1 : Spectre RMN *H (CDCls ; 600 MHz) du composé HB1 et HB2

Ceci est confirmé par 1’étude du spectre RMNC (Spectre 111.1.2) qui montre la
présence des signaux correspondants aux 4 carbones oléfiniques C-5 et C-6 des deux
stéroides ainsi qu’a ceux présents dans la chaine latérale en position C-22 et C-23 du
stigmastérol & ¢ 142,2 ; 6c 123,1 ; 6c 130,7 et 6¢ 139,7 ppm respectivement.
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Spectre 111.1.2 : Spectre RMNC (CDCls ; 150 MHz) des composés HB1 et HB2
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Cette observation oriente vers la présence d’un mélange de S-sitostérol (HB1) et de son
isomeére déshydrogéné en positions C-22 et C-23, le stigmastérol (HB2). Un dosage par
RMN®H permet de conclure que ce mélange renferme environ 96 % du g-sitostérol et 4 %

du stigmastérol comme présenté dans la figure 111.1.1.

La comparaison des données spectrales de ce spectre avec ceux trouvés dans la
littérature ont conduit aux structures ci-dessous qui sont celles du pg-sitostérol et du

stigmasteérol [1].

Ce métabolite secondaire commun a toute les plantes a été isolé de plusieurs espéces du

genre Heliotropium (Chapitre 1.1 ; p 25).

B-sitostérol Stigmastérol

Figure 111.1.1 : Structure des composés HB1 et HB2, - sitostérol et Stigmastérol
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111.1.2.2. Elucidation structurale du composé HB3

HO

L’examen simultané des spectres RMNH (Spectre 111.1.3) et HSQC (Spectre 111.1.4) de

ce composé permet de relever, dans cette molécule la présence de :

Un signal a dn 6,69 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet de doublet (J =
15,6 ; 10,2 Hz) corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a é¢c 149,5 ppm.

Un autre signal a 6n 6,16 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J =15,8
Hz) corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 134,0 ppm.

Les déplacements chimiques de ces deux signaux ainsi que la valeur de la constante de

couplage (J = 15,6 Hz) indiquent clairement la présence d’un groupement éthylénique de

configuration trans.

Un signal a 1 5,62 ppm d’intégration 1H sous forme d’un singulet large corrélant
sur le spectre HSQC avec le carbone a 8¢ 127,1 ppm. Les valeurs des déplacements
du proton et du carbone de ce signal indiquent qu’il est éthylénique.

Le signal & 61 4,24 ppm d’intégration 1H sous forme d’un multiplet corrélant sur le
spectre HSQC avec le carbone a 8¢ 65,3 ppm. Vu les valeurs des déplacements du
proton et du carbone, ce dernier ne peut étre qu’oxygéné.

Un signal a 61 2,60 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J = 10,2 Hz)
corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 54,5 ppm.

Un groupement CH» dont les protons sont magnétiquement non équivalents
(diastéréotopiques) et fortement couplés résonnant sous forme d’un doublet de
doublet, le premier a 641,83 ppm (J = 13,2 ; 6,0 Hz) et le second a 61 1,41 (J = 13,2 ;
7,2 Hz) montrant une tache de corrélation sur le spectre HSQC avec le méme carbone
a oc 44,6 ppm.

Quatre CHs sous forme de singulet chacun, résonant a 61 1,03 ppm (¢ 28,9 ppm),
OH 2,27 ppm (dc 26,7 ppm), o1 0,92 ppm (d¢ 23,4 ppm) et 6n 1,64 ppm (Sc 22,7

86



Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

ppm). Le fait que ces groupements apparaissent sous forme de singulet indique

clairement qu’ils sont portés par des carbones quaternaires.
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Spectre 111.1.4 : Spectre HSQC du composé HB3 dans le CH3OH-d4
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L’analyse simultanée des spectres COSY (Spectre II1.1.5) et HMBC étalé (Spectre

[11.1.6) permet de relever les corrélations suivantes :

- Les protons du groupement CH>, unique dans cette molécule, montre sur le spectre
COSY une tache de corrélation avec le proton du groupement CH oxygéné résonant
sous forme d’un multiplet a on 4,24 ppm.

- Ce proton correle a son tour avec le proton du groupement CH éthylénique résonant
sous forme d’un singulet large a 6+ 5,62 ppm. Ce dernier CH éthylénique montre une
tache de corrélation avec les protons du groupement CHs résonant sous forme d’un

singulet a oy 1,64 ppm.

Ceci est vite confirmé par le spectre HMBC (Spectre 111.1.6) qui montre la présence des
taches de corrélation entre les protons de ce groupement CHs et le carbone du groupement

CH éthylénique (6c 127,1 ppm) et du carbone quaternaire éthylénique (6¢c 135,6 ppm).

Un retour vers le spectre COSY permet de relever la présence d’une tache de corrélation

entre :

- les protons du CHs (dn 1,64 ppm) et le proton du groupement CH résonant sous
forme d’un doublet (J = 10,2 Hz) a 6n 2,60 ppm.

- Ce proton corréle a son tour avec le proton du CH éthylénique sous forme d’un
doublet de doublet (J = 15,6 ; 10,2 Hz) a o1 6,69 ppm. Ce dernier CH éthylénique
montre une tache de corrélation avec le proton du groupement CH éthylénique

résonant sous forme d’un doublet (J = 15,6 Hz) a on 6,16 ppm.
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Spectre 111.1.5 : Spectre COSY du composé HB3 dans le CH3sOH-d4
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Spectre 111.1.6 : Spectre HMBC du composé HB3 dans le CH3zOH-d4, étalement

Ces observations permettent de proposer la présence dans cette molécule, de
I’entité 1, reportée dans la Figure 111.1.2.

"\ Corrélation COSY
(\ Corrélation HMBC

Figure 111.1.2 : Entité 1 présente dans le composé HB3

La multiplicité du proton éthylénique a ox 6,16 ppm sous forme de doublet (J = 15,6
Hz) suppose qu’il est porté par un carbone voisin d’un carbone quaternaire. Ceci est

confirmé par le spectre HMBC étalé (Spectre 111.1.7) qui montre la présence de taches de
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corrélation entre le carbone du carbonyle résonant a oc 200,4 ppm et les deux protons
éthyléniques.

Par ailleurs et toujours sur le spectre HMBC (Spectre 111.1.7), le carbonyle montre une

tache de corrélation avec les protons du méthyle résonant sous forme d’un singulet a o 2,28

ppm (&¢c 26,7 ppm).
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Spectre 111.1.7 : Spectre HMBC du composé HB3 dans le CH3zOH-da, étalement

Ces observations permettent de proposer la présence de I’entité 2, dans cette molécule

reportée dans la figure 111.1.3.

—» Corrélation HMBC

5.62

Figure 111.1.3 : Entité 2 présente dans le composé HB3
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Sur le spectre relatif a I’expérience HMBC (Spectre 111.1.8), les deux méthyles a o1 1,03
ppm et 51 0,92 ppm montrent des taches de corrélation avec le carbone quaternaire résonant
a oc 34,2 ppm ; cette situation suppose qu’ils sont tous les deux portés par ce carbone
quaternaire vu leur multiplicité. Les protons de ces deux méthyles montrent également, des
corrélations avec les carbones du CH2 a éc 44,6 ppm et du CH a 8¢ 54,5 ppm, ce qui indique
que le carbone quaternaire précédent est lié a ces groupements CH> et CH comme reporté
dans la figure 111.1.4.

00.4
O —> Corrélation HVBC du CH3 4 23.4 ppm

Corrélation HMBC du CH3 4 28.9 ppm

@)
) 127.1 22.7
J\{"‘

Figure 111.1.4 : Structure partielle du composé HB3
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Spectre 111.1.8 : Spectre HMBC du composé HB3 dans le CH3sOH-d4, étalement

L’ensemble de cette analyse méne a un squelette mégastigmane de type a-ionone, ce

squelette étant oxygené en C-3. Les déplacements chimiques des protons et des carbones
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de cette entité, sont en parfait accord avec ceux du 3-hydroxy-a-ionone [2]. Cette molécule

est nouvelle pour le genre Heliotropium.

L’ensemble de ces données résumé dans le tableau 2, mene la structure plane reportée

dans la figure 111.1.5.

HO

Figure 111.1.5 : Structure plane du composé HB3, 3-hydroxy-a-ionone

Tableau I11.1.2 : Données spectrales de RMN du composé HB3.

Positions oc (ppm) oH (ppm, multiplicité, J en Hz) HMBC (H-C)
1 34,2
1,83 (dd ; 13,2 ; 6,0) 12,11,1,6,3,4,8,5
2 44,6
1,41 (dd ; 13,2 ;7,2) 12,11,1,6,3, 4
3 65,3 4,24 m 3
4 1271 5,62 m 13,2,6
5 135,6
6 54,5 2,60 (d ; 10,2) 12,11,1,4,8,7
7 149,5 6,69 (dd ; 15,6 ; 10,2) 6,59
8 134,0 6,16 (d ; 15,6) 6,9
9 200,4 -
10 26,7 2,28 (3H: 9) 8,9
11 28,9 1,03 (3H;s) 1,2,3,6
12 23,4 0,92 (3H;5s) 1,2,3,6
13 22,7 1,64 (3H ;) 6,4,5
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111.1.2.3. Elucidation structurale du composé HB4

Ho\\\\\\

La comparaison des spectres proton du composé précédent HB3 et le composé HB4
(Spectre 111.1.9) montre la présence de la totalité des signaux attribués au composé 3-
hydroxy-a-ionone et montre d’autres signaux qui ne peuvent étre attribués qu’au composé
HB4. Un dosage par RMN!H permet de conclure que ce mélange renferme environ 71 %
du HB4 et 29 % du 3-hydroxy-a-ionone (HB3).

RMNIH;HB4

T T T T T T T T
45 40 35 30 25 20 15 1.0
Chemical Shift (ppm)

RMNIH: HB3

BT H3$ H4 H3

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
70 65 6.0 55 30 45 40 35 3 25 20 15 10
Chemical Shift (ppm)

Spectre 111.1.9 : Spectre RMN*H (CH30H-d4 ; 600 MHz) du composé HB3 et HB4

Aprés élimination des signaux caractéristiques du composé HB3, I’examen simultané
des spectres RMN*H (Spectre 111.1.10) et HSQC (Spectre 111.1.11) du composé HB4 permet

de relever dans cette molécule la présence de :

- Un groupement CH a 61 7,34 ppm sous forme d’un doublet (J = 16,2 Hz) corrélant
sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 144,1ppm.

93



Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

Un groupement CH a n 6,16 ppm sous forme d’un doublet (J = 16,8 Hz) corrélant
sur le spectre HSQC avec le carbone a d¢ 133,6 ppm.

Les déplacements chimiques de ces deux signaux ainsi que la valeur de la constante de

couplage (J = 16,2 Hz) indiquent clairement la présence d’un groupement éthylénique de

configuration trans.

HB4. RMINIH

Un groupement CH a dn 3,94 ppm sous forme d’un multiplet corrélant sur le spectre
HSQC avec le carbone a ¢ 64,6ppm. D’apres les valeurs des déplacements du proton
et du carbone, ce dernier ne peut étre qu’oxygéné.

Un groupement CH» dont les protons sont magnétiquement non équivalents
résonnant sous forme d’un doublet de doublet a 61 2,43 ppm (J = 17,4 ; 5,4 Hz) et
on 2,08 (J =17,4; 9,6 Hz) montrant une tache de corrélation sur le spectre HSQC
avec le carbone a dc 43,1ppm.

Un groupement CH dont les protons sont magnétiquement non équivalents, le
premier est recouvert par le signal du méthyle a on 1,78 ppm le second a on 1,49 ppm
sous forme d’un triplet (J = 12,0 Hz), montrant une tache de corrélation sur le spectre
HSQC avec le carbone a d¢ 48,9 ppm.

Quatre CHz sous forme de singulet chacun, résonant a 6¢ 30,1 ppm (3H 1,13 ppm), 6¢
28,5 ppm (dH 1,16 ppm), oc 26,6 ppm (61 2,32 ppm) et dc 21,5 ppm (5H 1,81 ppm).

Leurs multiplicités indiquent qu’ils sont portés par des carbones quaternaires.

Mo

61
54
34
i
19
2445
L3
2416
2401

1064

Spectre 111.1.10 : Spectre RMNH (CH30H-ds ; 600 MHz) du composé HB4
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Spectre 111.1.11 : Spectre HSQC du composé HB4 dans le CH3OH-ds

L’analyse du spectre COSY (Spectre I11.1.12) montre les corrélations entre :

- Le proton du groupement CH> (dc 48,9 ppm) résonant sous forme de triplet (J = 12,0
Hz) a dn 1,49 ppm et le proton du groupement CH oxygéné a 61 3,94 ppm (m).

- Ce dernier et les protons du groupement CH> (8¢ 43,1ppm) résonant a o1 2,43 ppm
(dd;J=17,4; 5,4 Hz) et 61 2,08 ppm (dd ; J = 17,4 ; 9,6 Hz).

D’aprés ces données les deux groupements CHz sont en position vicinale par rapport a

ce CH comme le montre la figure 111.1.6

r’F\‘ Corrélation COSY

2-4::}}9 I.D?S
H H H
H
3.04 O‘;_rf

Figure 111.1.6 : Entité 1 présente dans le composé HB4
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Spectre 111.1.12 : Spectre COSY du composé HB4 dans le CH3OH-ds ; étalement

Sur le spectre HMBC (Spectre 111.1.13), les protons du groupement CH2 (6c 43,1 ppm)
résonant a 6n 2,43 ppm (dd; J = 17,4 ; 5,4 Hz) et 64 2.08 ppm (dd ; J = 17,4 ; 9,6 Hz)
montrent des corrélations avec le carbone du groupement CH oxygéné a 6c 64,6ppm et un
carbone quaternaire a dc 134,1 ppm et des corrélations avec le carbone du groupement CH:

a oc 48,9 ppm et un carbone quaternaire résonnant a d¢c 136,5 ppm.

Les valeurs élevées de déplacement chimique de ces carbones montrent qu’ils sont
déblindés et ne peuvent étre que des carbones quaternaires éthyléniques. Toutes ces

corrélations HMBC sont reportées dans la figure 111.1.7

7~ X\ Corrélation HMBC

243 2.08

Figure 111.1.7 : Entité 2 présente dans le composé HB4
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Par ailleurs, le spectre HMBC montre clairement des corrélations entre les protons du
groupement CHsrésonant sous forme d’un singulet a 61 1,81 ppm et le carbone quaternaire
¢thylénique résonant a 6c 134,1 ppm et également des corrélations avec le deuxieme
carbone quaternaire éthylénique résonant a 6¢c 136,5 ppm d’une part et d’autre part avec le
carbone du groupement CH> résonant a d¢c 43,1 ppm, suggérant ainsi que le groupement
CHjs est porté par le carbone quaternaire éthylénique a 6c 134,1 ppm, comme le montre

I’entité 3 reportée dans la figure I11.1.8.

7~ X\ Corrélation HMBC
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H-da ” I H-4b || l\,-
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C-4 == —— e
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Spectre 111.1.13 : Spectre HMBC du composé HB4 dans le CH3OH-da, étalement

Toujours sur le spectre HMBC (Spectre 111.1.14), les deux méthyles a 6n 1,16 ppm et dH

1,13 ppm montrent des taches de corrélation avec le carbone quaternaire résonant a ¢ 37,0
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ppm ; cette situation suppose qu’ils sont tous les deux portés par ce carbone quaternaire vu
leur multiplicité. Les protons de ces deux méthyles montrent des corrélations avec le
carbone du CH2 a éc 48,9 ppm et également le carbone quaternaire éthylénique a 6c 136,5

ppm. Ceci permet de placer ce carbone quaternaire (6¢c 37,0 ppm) entre les deux carbones

CHa (8¢ 48,9 ppm) et le carbone quaternaire éthylénique (3¢ 136,5 ppm).

H3-12 H3-11
| q
||||| ||'
| !
——~— L N A
; HB4; HBMC 3/28.5
c2 = 1.16/30m= 13253 g
A —T— e _ —
cle—= ——— —
? E:;:A. 116370 ==i37.0 | —
o B—— —— —
1.16/48.9 1.13/48.9 —

'm%w_.«a-vm-waJU
| |

< 1.16/1336.5 1.13/136.5
1 128 124 120 148 | 14z | 148 1.04 100 058

100

110

120

140

Spectre 111.1.14 : Spectre HMBC du composé HB4 dans le CH3OH-d4, étalement

Ces observations permettent de proposer la structure partielle, reportée dans la figure

11.1.9

7~ X\ Corrélation HMBC

Figure 111.1.9 : Structure partielle du composé HB4

Un retour vers le spectre COSY étalé (Spectre 111.1.15), montre une corrélation entre le

premier proton éthylénique a on 7,34 ppm (d; J = 16,2 Hz) et le deuxiéme proton

¢thylénique a 31 6,16 ppm (d ; J = 16,8 Hz).
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Par ailleurs, ce dernier montre une corrélation sur le spectre HMBC (Spectre 111.1.16)
avec le carbone quaternaire éthylénique (6¢c 136,5 ppm), ceci permet de placer le substituant

portant la double liaison éthylénique sur ce dernier (6c 136,5 ppm).

Le méme spectre révele bien que le proton éthylénique a dn 7,34 ppm correle avec un
carbone quaternaire résonant a 6¢c 200,9 ppm. La valeur du déplacement chimique de ce
carbone caractérise un carbonyle d’une cétone conjuguée. Ce dernier corréle également
avec les protons du groupement CHs résonant a én 2,32 ppm. Ces corrélations permettent

de proposer la structure partielle reportée dans la figure 111.1.10.

N Corrélation HMBC

<—> CorrélationCOSY

JA e, Ij IR T ,.._.._-—-/JI l\—-—ﬂ—-.__.
<-' HE4: COSY |as
I ]
I
F5.5
I 7.34/6.16 s
s = ® |
J 6.5
H-8 = @
| 6.16/7.34 =
8.0

Spectre 111.1.15 : Spectre COSY du composé HB4 dans le CH3OH-da, étalement
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Spectre 111.1.16 : Spectre HMBC du composé HB4 dans le CH30OH-d4, étalement

L’ensemble de cette analyse et par comparaison avec les données de la littérature montre
qu’il s’agit d’un squelette monoterpénique de type S-ionone, ce squelette étant oxygéné en
C-3. Les déplacements chimiques des protons et des carbones de cette entité
monoterpénique, sont en parfait accord avec ceux du (-)-3-hydroxy- g —ionone [3]. Cette

molécule est nouvelle pour le genre Heliotropium.

L’ensemble de ces données résumées dans le tableau I11.1.3, méne a la structure reportée
dans la figure 111.1.11

Figure 111.1.11 : Structure finale du composé HB4, (-)-3-hydroxy-g-ionone
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Tableau 111.1.3 : Données spectrales de RMN du composé HB4

Positions | dc (ppm) | on (ppm, multiplicité, J en Hz) HMBC (H-C)
1 37,0 -
2a 1,78 3,4,1,11
48,9
2b 1,49 (t; 12,0) 3,4
3 64,6 3,94m
4a 2,43 (dd; 17,4; 5,4) 13,2,3,5,6
4b =l 2,08 (dd; 17,4: 9,6) 3,5, 6
5 1341 ]
6 136,5 -
7 1441 7,34 (d; 16,2) 8,9
8 133,6 6,16 (d; 16,8) 10,6, 9
9 200,9 -
10 26,6 2,32 (3H ; s) 8,9
11 30,1 1,13 (3H:s) 1,2,6
12 28,5 1,16 (3H;s) 1,11
13 21,5 1,81 (3H ;) 5,4,3,6,7
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111.1.2.4. Elucidation structurale du composé HB5

11

S
S
S

10

@) 13

L’examen du spectre RMN 3C (Spectre 111.1.17) de ce composé montre la présence de

13 atomes de carbone reportés comme sulit :

- Deux groupements carbonyles a ¢ 200,7 ppm et 6¢c 200,4 ppm.
- Quatre carbone éthyléniques a ¢ 164,5 ppm, d¢ 148,3 ppm, 6¢ 131,7 ppm et 6c 128,0

ppm.
- Quatre groupements CHz a 6c 27,6 ppm, dc 24,7 ppm, oc 23,5 ppm et d¢ 18,8 ppm.

- Un carbone oxygéné a oc 79,8 ppm.
- Autres carbones a ¢ 42,7 ppm et 6c 50,5 ppm.

Ces informations laissent supposer que ce composé, présente un squelette de type nor-

isoprenoide Cia.

HBS5; 3C

Spectre 111.1.17 : Spectre RMN*3C (CH3OH-ds; 150 MHz) du composé HB5
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L’analyse simultanée des spectres RMN'H (Spectre 111.1.18), HSQC (spectre 111.1.19)
et COSY (Spectre 111.1.20) montre la présence de :

cou

Un doublet (J = 15,8 Hz) d’intégration 1H a o 7,01 ppm corrélant sur le spectre
HSQC avec le carbone a 6c 148,3 ppm
Un doublet (J = 15,8 Hz) d’intégration 1H a on 6,45 ppm corrélant sur le spectre
HSQC avec le carbone a ¢ 131,7 ppm

les valeurs des déplacements chimiques des 2H ainsi que la valeur de la constante de

plage (J = 15,8 Hz) indiquent clairement la présence d’un groupement CH=CH de

configuration trans. Ceci est d’ailleurs confirmé par les taches de corrélation observées sur
le spectre COSY.

Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a &4 5,95 ppm corrélant sur le
spectre HSQC avec le signal a 6c 128,2 ppm. les valeurs des déplacements chimiques
indiquent qu’il est éthylénique.

Un doublet (J= 17,1 Hz) d’intégration 1H a dn 2,61 ppm corréle sur le spectre HSQC
avec le signal a 6¢c 50,5 ppm. Ce méme carbone montre une autre tache de corrélation
avec un deuxiéme proton qui apparait sur le spectre RMN*H sous forme d’un doublet
(J=17,0 Hz) a dn 2,30 ppm permettant de déduire que ces 2H sont diastéréotopiques.
Quatre signaux d’intégration 3H chacun sous forme d’un singulet indiquant la
présence de quatre groupements methyle a 4 2,32 ppm (3¢ 27,6 ppm), o+ 1,91 ppm
(dc 18,8 ppm), dH 1,08 ppm (¢ 23,5 ppm) et dn 1,04 ppm (5¢ 24,7 ppm).

ST 7
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I - “ T ,JL\K_

' | A I i =
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45 4.0 34

Spectre 111.1.18 : Spectre RMN'H (CH3OH-d4 ; 600 MHz) du composé HB5
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Spectre 111.1.19 : Spectre HSQC du composé HB5 dans le CH3OH-d4
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Spectre 111.1.20 : Spectre COSY du composé HB5 dans le CH3OH-d4
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L’examen du spectre de I’expérience HMBC (Spectre 111.1.21) permet d’avoir les
corrélations H-C a travers 2 et 3 liaisons. En effet, les deux protons éthyléniques (6 7,01
et 6,45 ppm) montrent une tache de corrélation avec le carbone du carbonyle a oc 200,4
ppm. Cette observation indique la présence d’un groupement carbonyle conjugué avec la

double liaison de configuration trans comme reporté dans la figure 111.1.12.

701 MJJ 4=\ Corrélation COSY

H 0 _ H
Corrélation HMBC
1483
?L‘ 6.45 %

Figure 111.1.12 : Entité 1 présente dans la molécule.

Par ailleurs, le groupement CHs (6w 2,32, 8¢ 27,6) ppm montre sur le spectre HMBC,
une corrélation avec le méme carbonyle (8¢ 200,4 ppm) et le carbone du CH éthylénique a
OH 6,45 ppm, ceci permet de déduire la présence de I’entité 2 reportée dans la figure 111.1.13

2.32

216
Corrélation HMBC HsC

Figure 111.1.13 : Entité 2 présente dans la molécule.
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Spectre 111.1.21 : Spectre HMBC du composé HB5 dans le CH3OH-ds

Toujours, sur le spectre relatif a I’expérience HMBC (Spectre 111.1.22), les deux protons
de groupement CH=CH (31 7,01 et 61 6,45 ppm) montrent une tache de corrélation avec un
carbone quaternaire oxygéné hybridé sp® a 5c 79,8 ppm, indiquant que ce groupement
éthylénique est lié au carbone quaternaire oxygéné hybridé sp® comme reporté sur la figure
111.1.14

Corrélation HMBC

Figure 111.1.14 : Structure partielle du composé HB5

Par ailleurs, le proton éthylénique a 61 7,01 ppm montre une tache de corrélation sur le
spectre relatif a 1’expérience HMBC (Spectre 111.1.22) avec le carbone quaternaire

¢thylénique a 6c 164,5 ppm. Toujours sur le méme spectre, ce carbone montre une
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corrélation avec les protons du méthyle résonant sous forme d’un singulet a 64 1,91 ppm
(6c 18,8 ppm). Ceci suppose que le groupement CHs est porté par le carbone a dc 164,5
ppm. Ainsi, cette attribution est confirmé par les corrélations des protons du CHs avec le
carbone quaternaire oxygéné hybridé sp® a 5c 79,8 ppm et le carbone du groupement CH
¢thylénique a dc 128,2 ppm. A ce stade, nous proposons la structure partielle du composé
HB5 comme présenté dans la figure 111.1.15.

Corrélation HMBC

Figure 111.1.15 : Structure partielle du composé HB5

Sur le spectre relatif a I’expérience HMBC (Spectre 111.1.22), les deux méthyles (61 1,08
ppm et 6+ 1,04 ppm) montrent des taches de corrélation avec le carbone quaternaire résonant
a O0c 42,6 ppm ; cette situation suppose qu’ils sont tous les deux portés par ce carbone
quaternaire vu leur multiplicité. Les protons de ces deux méthyles montrent également des
corrélations avec le carbone quaternaire a éc 79,8 ppm, ceci indique que ce dernier carbone

(6¢c 79,8 ppm) est lié directement au précédent (5c 42,6 ppm).

Corrélation HMBC

247 235
H3C CH3 O

Figure 111.1.16 : Structure partielle du composé HB5

Les deux protons diastéréotopiques du groupement CH. (61 2,61 ppm et 61 2,30 ppm)
montrent sur le spectre HMBC des taches de corrélations avec le carbone précédent a oc

42,6 ppm et le carbone du carbonyle a d¢ 200,7 ppm comme reporté dans la figure 111.1.17.
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Corrélation HMBC

Figure 111.1.17 : Structure partielle du composé HB5
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Spectre 111.1.22 : Spectre HMBC du composé HB5 dans le CH3OH-ds ; étalement

Par ailleurs, le spectre HMBC (Spectre 111.1.23) montre clairement des corrélations entre
un des protons (6H 2,30 ppm) du CHaz (6c 50,5ppm) et le CH éthylénique (6c 128,2 ppm).
De méme, le proton du CH éthylénique (6n 5,95 ppm, 128,2 ppm) avec le carbone du CH>

(6c 50,5ppm). Ceci permet d’avoir la fermeture du cycle comme reporté dans la figure
111.1.18
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/\Y Corrélation HMBC
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Figure 111.1.18 : La structure plane du composé HB5
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Spectre 111.1.23 : Spectre HMBC du composé HB5 dans le CH3OH-ds ; étalement

L’ensemble de cette analyse et toujours en se reportant aux données de la littérature
montre qu’il s’agit d’un squelette monoterpénique comportant 13 atomes de carbones
nommeé nor-isoprenoide. Les déplacements chimiques des protons et des carbones de cette
entité monoterpénique, sont en parfait accord avec ceux du (6S)-6-hydroxy-4,7-

mégastigmadiene-3,9-dione connu sous le nom dehydrovomifoliol [4].
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Les données spectroscopiques de cette molécule sont conformes, d'apreés la littérature au
Dehydrovomifoliol reportée dans la figure 111.1.19. Cette molécule est nouvelle pour le

genre Heliotropium.

11
Y

N
\\\H
N
N

12

Figure 111.1.19 : Structure du composé HB5, (6S)-6-hydroxy-4,7-mégastigmadiene-3,9-

Les données RMNYH, RMN®C et les corrélations HMBC sont reportées dans le Tableau

dione.

111.1.4.
Tableau I111.1.4 : Données spectrales de RMN du composé HB5.
Positions dc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz) HMBC H-C
1 42,6 -
2a 2,61 (d; 17,1) 11,1, 3
50,5
2b 2,30 (d; 17,0) 11,1, 6, 4,
3 200,7 -
4 128,2 595s 13,2,6
5 164,5 ]
6 79,8 -
7 148,3 7,01 (d; 15,8) 5,6,8,9
8 131,7 6,45 (d; 15,8) 6,7,9
9 200,4 -
10 27,6 2,32 (3H ;) 8,9
11 23,5 1,08 (3H ; s) 12,1,2,6
12 24,7 1,04 (3H; 9) 11,1,2,6,3
13 18,8 1,91 (3H ;) 6,4,5
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Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

111.1.2.5. Elucidation structurale du composé HB6
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Le spectre RMN®C (Spectre 111.1.24) de ce composé montre la présence de 11 atomes

de carbones.

- Unsignal a 8¢ 174,4 ppm caractéristique d’une fonction ¥ lactone

- Un carbone éthylénique a dc 113,3 ppm.

- Troissignaux a ¢ 31,0 ; 27,4 et 27,0 ppm indiquant la présence de trois groupements
méthyle.

- Deux carbones oxygénés a oc 88,9 et 67,3 ppm.

- D’autres carbones a 6c 185,7 ; 48,0 ; 46,4 et 37,2 ppm.

HBé&; RMNIH

2 g i 1 o oo
i = - : : M
| ' 7 ¥ RV
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Spectre 111.1.24 : Spectre RMN®C (CH3s0H-d4 ; 150 MHz) du composé HB6

L’analyse simultanée des spectres RMNH (Spectre 111.1.25) et HSQC (Spectre 111.1.26)

permet de relever dans cette molécule la présence de :
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Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

Un signal a on 5,76 ppm d’intégration 1H sous forme d’un singulet corrélant sur le
spectre HSQC avec le carbone a dc 113,3 ppm. Vu les valeurs de déplacement
chimique du proton et de son carbone, ce CH ne peut étre qu’éthylénique.

Un quintuplet (J=3,4 Hz) d’intégration 1H a don 4,23 ppm corréle sur le spectre
HSQC avec le signal a éc 67,2 ppm. La multiplicité de ce proton indique que ce

dernier est voisin a deux groupements méthyléne.

Un doublet de triplet (J = 13,6 ; 2,2 Hz) d’intégration 1H a o1 2,44 ppm correle sur
le spectre HSQC avec le signal a ¢ 46,4 ppm. Ce méme carbone montre une autre
tache de corrélation avec un deuxiéme proton qui apparait sur le spectre RMN*H
sous forme d’un doublet (J =4,1 Hz ; 34 1,8 ppm) permettant de déduire que ces 2H

sont diastéréotopiques.

Un groupement CH> dont les deux protons sont magnétiquement non équivalents et
résonnent sous forme d’un doublet de triplet (J = 14,4 ; 2,4 Hz) a d1 2,01 ppm pour
le premier et sous forme d’un doublet de doublet (J = 14,3 ; 3,6 Hz) a dn 1,55 ppm
pour le second, montrant une tache de corrélation sur le spectre HSQC avec le méme
carbone a oc 48,0 ppm.

Trois signaux d’intégration 3H chacun sous forme d’un singulet indiquant la
présence de trois groupements méthyles a on 1,29 ppm (3¢ 31,0 ppm), on 1,77 ppm
(8¢ 27,4 ppm) et 61 1,48 ppm (dc 27,0 ppm). vu leurs multiplicité (singulet) ces trois
groupements ne peuvent étre portés que par des carbones quaternaires.

les trois autres carbones signalés précédemment a dc 185,7 ppm, dc 88,9 ppm et d¢c
37,2 ppm ne présentent aucune corrélation sur le spectre HSQC et don ne peuvent

étre que des carbones quaternaires.
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Spectre 111.1.25 : Spectre RMN*H (CH30H-d4 ; 600 MHz) du composé HB6
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Spectre 111.1.26 : Spectre HSQC du composé HB6 dans le CH3OH-d4

Sur le spectre COSY (Spectre 111.1.27), le proton du CH sp® a 8¢ 67,2 ppm résonant sous

forme d’un quintuplet a 6n 4,23 ppm (J = 3,4 Hz) montre des taches de corrélation avec les
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protons du CH (6¢ 48,0 ppm) résonant a on 2,01 ppm (dt; J = 14,4 ; 2,4 Hz) pour le
premier, et a 6n 1,55 ppm (dd ; J = 14,3 ; 3,6 Hz) pour le second. Ce méme proton (6+ 4,23
ppm) montre deux autres taches de corrélation avec les protons du deuxiéme CH> (¢ 46,4
ppm) résonant a on 2,44 ppm (dt ; J = 13,6 ; 2,2 Hz) pour le premier, et a dn 1,76 ppm (d ;
J =4,1 Hz) pour le second.

Les valeurs des déplacements chimique de ce proton (61 4,23 ppm) et de son carbone
(6c 67,2 ppm) indiquent clairement 1’0xygénation de cette position. Alors que la valeur de
la constante de couplage (J = 3,6 Hz) indique une interaction axiale-équatoriale avec les

protons des deux groupements CH», comme reporté dans la figure 111.1.20

1.55

“ X\ Corrélation COSY

Figure 111.1.20 : Entité 1 présente dans le composé HB6
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Spectre 111.1.27 : Spectre COSY du composé HB6 dans le CH3OH-d4, étalement
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Sur le spectre HMBC (spectre 111.1.28), les protons du CH2 (3¢ 46,4 ppm) montrent deux
taches de corrélation avec deux carbones quaternaires, le premier hybridé sp® et oxygéné a
dc 88,9 ppm et le second a 6¢ 185,7 ppm.

Toujours sur le spectre HMBC, le carbone quaternaire oxygéné sp (5c 88,9 ppm) donne
une tache de corrélation avec les protons du méthyle résonant sous forme d’un singulet a on
1,77 ppm (dc 27,4 ppm), lesquels montrent a leur tour, deux taches de corrélation avec le

carbone quaternaire a dc 185,7 ppm et le carbone du CH> a 6¢ 46,4 ppm.

L’ensemble des observations récoltées de cette analyse permet de relier le groupement
CH> (8¢ 46,4 ppm) avec le carbone quaternaire oxygéné sp® a &c 88,9 ppm d’une part, et
d’autre part de placer sur ce méme carbone, le groupement CHz a dc 27,4 ppm. Ce méme
groupement CH2 (6c 46,4 ppm) correle avec le carbone quaternaire a dc 185,7 ppm, ce
dernier carbone montre une tache de corrélation avec les protons du CHza 1,77 ppm, comme

reporté dans la figure 111.1.21.

(_\\ Corrélation HMBC

Figure 111.1.21 : Entité 2 présente dans le composé HB6

Par ailleurs et toujours sur le spectre HMBC, les protons du groupement CH2 (d¢c 48,0
ppm) montrent des taches de corrélation avec le carbone du groupement CH oxygéné (6c
67,2 ppm), le carbone quaternaire (5c 185,7 ppm) et le carbone quaternaire hybridé sp® a 5c
37,2 ppm. Ce dernier carbone montre des taches de corrélation avec les protons des deux
groupements méthyle résonant sous forme de singulet chacun a 611,48 ppm (8¢ 27, 0 ppm)
et a on 1,29 ppm (6¢ 31,0 ppm).

Ces données permettent de déduire que ces méthyles sont tous les deux portés par ce
carbone quaternaire sp? et que ce dernier est lié au carbone quaternaire a 5c 185,7 ppm. Vu
la valeur de déplacement chimique, ce dernier ne peut étre qu’éthylénique, comme reporté

dans la figure 111.1.22.
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(‘\‘ Corrélation HMBC
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Figure 111.1.22 : Entité 3 présente dans le composé HB6
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Spectre 111.1.28 : Spectre HMBC du composé HB6 dans le CHsOH-da, étalement

Un retour au spectre HMBC (Spectre 111.1.29) permet de repérer deux taches de
corrélation entre le proton éthylénique (s; on 5,76 ppm; dc 113,3 ppm) et le carbone
quaternaire éthylénique a dc 185,7 ppm d’une part et le carbone du carbonyle d’une ¥

lactone a dc 174,4 ppm comme signalé précédemment. Ceci permet de proposer la structure

plane reportée dans la figure 111.1.23.
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Figure 111.1.23 : Entité 4 présente dans le composé HB6
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Spectre 111.1.29 : Spectre HMBC du composé HB6 dans le CH3sOH-da, étalement

L’analyse des spectres RMN'H, $*C, HSQC, HMBC et COSY nous a permis d’identifier
le produit HB6 comme étant une molécule de type C-11 terpene lactone, déja isolé de

I’espéce Heliotropium angiospermum [5] et décrite sous le nom de loliolide.
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L’ensemble des données spectrales est en bon accord avec ceux reportés dans la

littérature [5] pour le méme produit reporté dans la figure 111.1.24.

9 10

D
\\\\

CHs
11

Figure 111.1.24 : Structure finale du compose HBS6, loliolide
Toutes ces données sont reportées dans le tableau I11.1.5.

Tableau I11.1.5 : Données spectrales de RMN du composé HB6

Positions | &c (ppm) on (ppm ; multiplicité ; J en Hz) HMBC H-C
1 37,2 - -
2eq 2,01 (dt; 14,4; 2,4) 3,4,6
48,0
2ax 1,55 (dd; 14,3; 3,6) 9
3eq 67,2 4,23 (quint; 3,4)
4eq 2,44 (dt; 13,6; 2,2) 11,5,3,2,6
46,4
4ax 1,76 (d; 4,1) 11;5,6
5 88,9 - -
6 185,7 -
7 113,3 576s 1,5,8,6
8 174,4 -
9 27,0 1,48 (3H; s) 10,1,2,6
10 31,0 1,29 (3H; s) 9,76,53,21
11 27,4 1,77 (3H; s) 4,5,6
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111.1.2.6. Elucidation structurale du composé HB7
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L’examen simultané des spectres RMNH (Spectre 111.1.30), HSQC (Spectre 111.1.31)
et le spectre COSY étalé (Spectre 111.1.32) de ce composé permet de relever, dans cette

molécule la présence de :

- Une double liaison éthylénique de configuration trans reconnaissable par les deux
protons sous forme de doublet chacun (J = 15,6 Hz) le premier a o1 7,18 ppm (dc
145,0 ppm) et le second a dn 6,20 ppm (6¢c 133,0 ppm). ceci est confirmé par le
spectre COSY qui montre une corrélation entre ces deux protons.

- Ungroupement CH dont le 6+ a 3,78 ppm d’intégration 1H sous forme d’un multiplet
corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a éc 64,3 ppm. Vu les valeurs des
déplacements du proton et du carbone, ce dernier ne peut étre qu’oxygéné.

- Un groupement CH> dont les protons sont magnétiqguement non équivalents
(diastéreotopiques) et fortement couplés. Le premier résonnant sous forme d’un
doublet (J = 5,4 Hz partiellement recouvert par le signal du CHs) a 612,33 ppm et le
second sous forme d’un doublet de doublet a 61 1,68 (J = 14,4 ; 9,0 Hz) montrant
une tache de corrélation sur le spectre HSQC avec le carbone a oc 40,4 ppm.

- Un groupement CH> dont les protons sont magnétiqguement non équivalents et
fortement couplés résonnant sous forme d’un doublet large a 6+ 1,60 ppm (J = 13,2
Hz) et dn 1,28 (J = 11,4 Hz) montrant une tache de corrélation sur le spectre HSQC
avec le carbone a oc 47,4 ppm.

- Quatre CHzs sous forme de singulet chacun, résonant a 6y 2,31 ppm (dc 26,9 ppm),
on 1,21 ppm (8¢ 29,4 ppm), oH 1,20 ppm (dc 19,7 ppm) et o1 0,98 ppm (6¢c 24,7
ppm). Le fait que ces groupements apparaissent sous forme de singulet indique

clairement qu’ils sont portés par des carbones quaternaires.
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Spectre 111.1.30 : Spectre RMNH (CH3zOH-d4 ; 600 MHz) du composé HB7

S U,
HB7: HSQC
0.98/24.7
1.2019.7 % \
231269 12112948
feirmet L’
- cre— |<E> L)
- 2.33/40.4/1.68
3.78/64.3 1.60/47.4/1.28
= 6.20/133.0
<=>7.18/145.0
?iCI ETS I EiCI I 55 I STCI I ‘1:5 ‘1:0 I 3‘5 I 34 I 2‘5 I ZIEI 1:5 I lfﬂ

Spectre 111.1.31 : Spectre HSQC du composé HB7 dans le CH30OH-da
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Spectre 111.1.32 : Spectre COSY du composé HB7 dans le CH3OH-d4, étalement

L’observation du spectre COSY (Spectre 111.1.33) montre les corrélations entre :

- Les protons du groupement CHa (6c 47,4 ppm) résonant a ox 1,60 ppm et on 1,28
ppm et le proton du groupement CH oxygéné a 6n 3,78 ppm.

- Ce dernier et les protons du groupement CH2 (6c 40,4 ppm) résonant a on 2,33 ppm
et on 1,68 ppm.

D’aprés ces données, les deux groupements CH2 sont en position vicinale par rapport a

ce CH comme le montre I’entité 1 reportée dans la figure 111.1.25

¥~ X Corrélation COSY
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333 168 160 1.28
H H H
- 5\5{
H™0
378

Figure 111.1.25 : Entité 1 présente dans le composé HB7
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Spectre 111.1.33 : Spectre COSY du composé HB7 dans le CH3OH-ds, étalement

Sur le spectre HMBC (Spectre 111.1.34), le proton du groupement CH2 (d¢ 40,4 ppm)
résonant a 61 2,33 ppm montre des corrélations avec le carbone du groupement CH oxygéné
a dc 64,3 ppm et un carbone quaternaire oxygéné a oc 68,5 ppm et également des
corrélations avec le carbone du groupement CHz a 6¢ 47,4 ppm et un carbone quaternaire
oxygéné résonnant a ¢ 70,1 ppm. Ces corrélations permettent de déduire la présence de

I’entité 2dans la molécule. Cette derniere est représentée dans la figure 111.1.26.

(" "\ Corrélation HMBC

Figure 111.1.26 : Entité 2 présente dans le composé HB7
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Par ailleurs, le spectre HMBC montre clairement des corrélations entre les protons du
groupement CHs (6c 19,7 ppm) résonant sous forme d’un singulet a dn 1,20 ppm et le
carbone quaternaire oxygéné résonant a dc 68,5 ppm et également des corrélations avec le
carbone du groupement CH2 résonant a dc 40,4 ppm et le carbone quaternaire oxygéné a dc
70,1ppm, suggérant ainsi que le groupement CHz est porté par le carbone quaternaire

oxygéné a dc 68,5 ppm comme le montre I’entité 3 reportée dans la figure I11.1.27.

(~ "\ Corrélation HMBC

Figure 111.1.27 : Entité 3 présente dans le composé HB7

Toujours sur le spectre HMBC, les protons des deux méthyles a én 1,21 ppm et 1 0,98
ppm montrent des taches de corrélation avec le carbone quaternaire résonant a 6c 35,5 ppm,
cette situation suppose qu’ils sont tous les deux portés par ce carbone quaternaire vu leur
multiplicité. Les protons de ces deux méthyles montrent des corrélations avec le carbone du
CH: a dc 47,4 ppm et également avec le carbone quaternaire oxygéné a d¢ 70,1 ppm. Ceci
permet de placer ce carbone quaternaire (3¢ 35,5 ppm) entre le carbone CHaz (8¢ 47,4 ppm)
et le carbone quaternaire oxygéné (6¢ 70,1 ppm). Ces observations permettent de proposer

la présence dans cette molécule, de 1’entité 4, reportée dans la figure I11.1.28.

(~ "\ Corrélation HMBC

Figure 111.1.28 : Entité 4 présente dans le composé HB7
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Spectre 111.1.34 : Spectre HMBC du composé HB7 dans le CH3OH-d4, étalement

Par ailleurs, le proton éthylénique a 61 6,20 ppm montre une tache de corrélation sur le
spectre HMBC (Spectre 111.1.35) avec le carbone quaternaire oxygéné (6c 70,1 ppm), ceci
permet de placer la chaine portant la double liaison éthylénique sur ce dernier (8¢ 70,1 ppm).

Le méme spectre révele bien que le proton éthylénique a 6w 7,18 ppm corréle avec le
carbone quaternaire oxygéné (6¢c 70,1 ppm) et avec un carbone quaternaire résonant a dc
200,0 ppm. La valeur du déplacement chimique de ce carbone caractérise un carbonyle
d’une cétone conjuguée. Ce dernier correle également avec les protons du groupement CHz
résonant a on 2,33 ppm. L’ensemble de ces constatations permet de proposer la structure

partielle reportée dans la figure 111.1.29.
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f\\ Corrélation HMBC
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Spectre 111.1.35 : Spectre HMBC du composé HB7 dans le CH3OH-d4, étalement

L’ensemble de ces données spectrales conforté aux données de la littérature permet de
d’identifier le composé HB7 comme étant le (3S, 5R, 6S, 7E)-3, 5, 6-trihydroxy-7-

megastigmen-9-one [4], comme reporté dans la figure 111.1.30.

Cette molécule est nouvelle pour le genre Heliotropium.
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Figure 111.1.30 : Structure finale du le composé HB7, (3S, 5R, 6S, 7E)-3, 5, 6-

trihydroxy-7-megastigmen-9-one
Toutes ces données sont reportées dans le tableau 111.1.6

Tableau 111.1.6 : Données spectrales de RMN du composé HB7

Positions oc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz) HMBC H-C
1 35,5 -
1,60 (dl; 13,2) 1,3,6
2 47,4
1,28 (d; 11,4) 12,11,4,3,1
3 64,3 3,78 m
4a 2,33 (d; 5,4) 2,3,5,6
40,4
4b 1,68 (dd; 14,4; 9,0) 13,3
5 68,5 -
6 70,1 -
7 145,0 7,18 (d; 15,6) 6,9
8 133,0 6,20 (d; 15,6) 6
9 200,0 -
10 26,9 2,31 (3H; s) 8,9
11 29,4 1,21 (3H; s) 12,6,5,2,1
12 24,7 0,98 (3H; s) 1,2,6,11
13 19,7 1,20 (3H; s) 6, 5, 4
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[11.1.2.7. Elucidation structurale du composé HB8

HO CH,OH
8

Le spectre RMN 3C (Spectre 111.1.36) de ce composé indique la présence de dix atomes
de carbone magnétiquement non équivalents dont quatre éthyléniques a d¢c 112,0, 6c 128,8,
dc 136,7 et 146,3 ppm. Cette information nous oriente vers un composé de type

monoterpenique comportant 2 insaturations.

HBS: RMN13C
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Spectre 111.1.36 : Spectre RMN®C (CH30H-d4 ; 150 MHz) du composé HB8

L’analyse simultanée des spectres RMN *H (Spectre 111.1.37), HSQC (Spectre 111.1.38),

et COSY (Spectre 111.1.39), permet de relever dans cette molécule la présence de :

- Un signal d’intégration 1H résonne sous forme d’un doublet de doublet (J = 17,4 ;
10,8 Hz) a &1 5,91 ppm et correle sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 146,3
ppm. Les valeurs des déplacements chimiques indiquent clairement qu’il s’agit d’un
groupement CH éthylénique. Vu les valeurs des constantes de couplage, ce dernier

présente deux types de couplage, I’'un trans (J = 17,4 Hz) et I’autre cis (J = 10,8 Hz).
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Un autre signal d’intégration 1H résonne sous forme d’un doublet large (J = 17,4
Hz) a o1 5,21 ppm et correle sur le spectre HSQC avec le carbone a dc 112,3 ppm.
Ce méme carbone montre une tache de corrélation avec un signal a 4 5,04 ppm qui
apparait sur le spectre proton sous forme d’un doublet large (J = 10,8Hz)
d’intégration 1H. les valeurs des deux constantes de couplage (J =17,4 ; 10,8Hz)
permettent de déduire que ces 2H sont magnétiquement non équivalent entre eux,
dont celui qui se trouve a 61 5,21 ppm est en position trans par rapport au premier
(61 5,91 ppm), alors que celui qui se trouve a dx 5,04 ppm est en position cis par

rapport au méme proton.

Sur le spectre COSY (Spectre 111.1.39), le proton du CH éthylénique a 615,91 (J=17,4 ;

10,8 Hz) montre des taches de corrélation avec les protons du CH; éthylénique résonant

sous forme d’un doublet chacun dont le premier relevé a 615,21 ppm (J = 17,4 Hz), est en

position trans par rapport au CH et le second en position cis par rapport au méme CH, relevé

a o 5,04 ppm (J = 10,8 Hz), indiquent la présence d’un groupement vinyle dans cette

molécule comme reporté dans la figure 111.1.31.

5.92 5.04
H H
%ﬁ iH

5.21

Figure 111.1.31 : Entité 1 présente dans le composé HB8

Un signal intégrant pour 1H résonne sous forme d’un triplet (J = 7,4 Hz) a 81 5,28
ppm et corrélant sur le spectre HSQC avec le signal a 6c 128,8 ppm. La valeur de
son déplacement chimique ainsi que sa multiplicité indiquent clairement que d’une
part, ce noyau est éthylénique et d’autre part il est voisin de 2H isochrones.

Trois signaux intégrant pour 2H chacun, le premier sous forme d’un multiplet
résonne a o 2,11 ppm (dc 23,2 ppm), le deuxieéme sous forme, également d’un
multiplet et résonne a o1 1,54 ppm (dc 43,6 ppm) et en dernier, le troisiéme sous
forme d’un singulet large résonant a 6n 4,08 ppm (6c 61,2 ppm). Les valeurs de
déplacement chimique de ce dernier groupement CH indiquent clairement qu’il est

OXygéné.
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Deux signaux d’intégration 3H chacun résonant sous forme de deux singulets, le

premier a éx 1,26 ppm (¢ 27,6 ppm) et le second & dn 1,77 ppm (3¢ 21,5 ppm). Leurs

multiplicités indiquent qu’ils sont portés par des carbones quaternaires.

|
] - 1
590 505

52066

—52843
52T

Spectre 111.1.37 : Spectre RMN*H (CH30H-ds; 600 MHz) du composé HB8
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Spectre 111.1.38 : Spectre HSQC du composé HB8 dans le CH3OH-d4

129



Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

il I JL_
>

4.7

—J HBS;COSY
@ H2/H-1b ot sa
-

- 49

5.1

FE3
5.4
5.5
| 56

5.7

5.8
—::J H-la/H2 @ Lsg
! Ls.a
.1

| )

63

T T T T T T T T T T
61 -] 5.9 53 57 56 55 5.4 53 52 51 50 4.9 48 47

Spectre 111.1.39 : Spectre COSY du compose HB8 CH3OH-d4, étalement

L’analyse du spectre HMBC (Spectre 111.1.40) montre une tache de corrélation entre le

carbone quaternaire sp* oxygéné résonant a dc 73,9 ppm et les trois protons du groupement

vinyle.
H.) Hla Hib “
il AL
HBS; HMBC
c; &= e & i
0
%
0
e e e - 0
................ ey 28

Spectre 111.1.40 : Spectre HMBC du compose HB8 dans le CH30H-d4 , étalement
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Ces observations permettent de proposer a ce stade de notre analyse, la présence dans

cette molécule de I’entité reportée dans la Figure 111.1.32.

| -=--» Corrélation COSY

_ | 73.9 5.21
;—/C K§ —— corrélation HMBC —g—/C H
ke U \w63
\ ’ 112.3
______ —”' H H H
Hi 4 5.91 5.04

Figure 111.1.32 : Entité présente dans le composé HB8

Sur le spectre HMBC (Spectre 111.1.41), ce méme carbone quaternaire oxygéné (¢ 73,9
ppm) donne des taches de corrélation avec les protons de deux groupements CH> dont les
quatre protons résonnent sous forme de multiplets a én 1,54 ppm pour ceux du méthyléne
dont le carbone résonne a dc 43,6 ppm et a 6y 2,11 ppm pour ceux du méthyléne dont le

carbone résonne a oc 23,2 ppm

Un retour vers le spectre COSY (Spectre 111.1.42), montre que les deux protons du CH>
résonant a 6n 2,11 ppm corrélent avec les protons du CHa résonant a o4 1,54 ppm. Cette

observation suffit pour indiquer la présence de I’entité -CH2-CHo-.

Un deuxiéme examen du spectre HMBC (Spectre 111.1.41), permet de relever des
couplages nets entre les protons de ces deux méthylénes et le carbone quaternaire oxygéné

a 6¢c 73,9 ppm dans ce composé.

Par ailleurs et toujours sur le méme spectre (Spectre 111.1.41), le carbone quaternaire
oxygéné (dc 73,9 ppm) montre une tache de corrélation avec les protons du méthyle résonant
sous forme d’un singulet a én 1,26 ppm (8¢ 27,6 ppm), lesquels montre a leur tour, une tache
de corrélation avec le carbone du méthylene a 43,6 ppm et avec les carbones éthyléniques

dc 146,3 ppm et 6c 112,3 ppm, comme le montre la figure 111.1.33.

éf —> Corrélation HMBC éf

43.6 | 276

. J(}
/ 2 — / ZC\C/CI 3 I
I IZC

H,C 232 73.9
u]"‘ "lL" 1463 1123

H H H

Figure 111.1.33 : Structure partielle 1 du composé HB8
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Spectre 111.1.41 : Spectre HMBC du compose HB8 dans le CH30H-d4, étalement
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Spectre 111.1.42 : Spectre COSY du compose HB8 dans le CH30OH-da, étalement
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Un réexamen du spectre COSY (Spectre 111.1.43) montre que les protons du CHa (dc
23,2 ppm) couplent avec le proton du CH éthylénique résonant sous forme d’un triplet (J =

7,4 Hz) a 6n 5,28 ppm (dc 128,8 ppm) comme le montre la figure 111.1.34.

c{O

céo —> Corrélation HMBC 43.6 | 27.6
H,C CH
HZC\(|:/CH3 H 22,/ 2 ~C~ % H
/ H.C 73.9
H,C : : 2
146.3 1123
S H H -8 1288 H
i T
|
Figure 111.1.34 : Structure partielle 2 du composé HB8
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Spectre 111.1.43 : Spectre COSY du compose HB8 dans le CH3OH-d4, étalement

Un retour vers le spectre HMBC (Spectre 111.1.44) permet de relever la présence de trois
taches de corrélation entre les protons du groupement méthyle résonant a 6x 1,77 ppm (6c
21,5ppm) et le premier carbone CH éthylénique résonant a dc 128,8 ppm, un deuxiéme

carbone éthylénique quaternaire a dc 135,7 ppm et en dernier le carbone du groupement
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CH: oxygéné résonant a dc 61,2 ppm. Ainsi les protons de ce groupement CH> oxygéné
résonant & 4,08 ppm correlent avec le carbone du CHs a dc 21,5ppm et les deux carbones
éthyléniques (CH a 6c 128,8 ppm ; un carbone éthylénique quaternaire a d¢ 135,7 ppm).
Ceci indique clairement que les deux groupements méthyle et méthyléne oxygéné sont

portés par le carbone quaternaire éthylénique comme le montre dans la figure 111.1.35.

He 1 —» Corrélation HMBC

Figure 111.1.35 : Structure partielle 3 du composé HB8
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Spectre 111.1.44 : Spectre HMBC du compose HB8 dans le CH3OH-ds, étalement
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L’ensemble de cette analyse et par comparaison avec les données de la littérature ménent
a un squelette monoterpénique de type linalol. Ce squelette étant oxygéné en C-8, il s’agit
du 8-hydroxylinalol. Les déplacements chimiques des protons et des carbones de cette entité
monoterpénique, sont en parfait accord avec ceux du (3R)-8-hydroxylinalol représenté

dans la figure 111.1.36 [6]. Cette molécule est nouvelle pour le genre Heliotropium.

HO 10 CH;0H
8

Figure 111.1.36 : Structure finale du composé HB8, (3R)-8-hydroxylinalol
Toutes ces données sont reportées dans le tableau 111.1.7

Tableau I11.1.7 : Données spectrales de RMN du composé HB8.

Positions | &c (ppm) | &n (ppm ; multiplicité ; J en Hz) HMBC H-C
la 5,21 (d; 17,4) 3,2
112,3
1b 5,04 (d; 10,8) 3
2 146,3 5,91 (dd; 17,4; 10,8) 10, 4, 3
3 73,9 -
4 43,6 1,54 (2H; m) 5,10, 3,6,2
5 232 2,11 (2H; m) 4,3,6,7
6 128,8 5,28 (t; 7,4) 9,4,8,1
7 135,7 -
8 61,2 4,08 (2H; s) 9,6,7
7-Me (9) 21,5 1,77 (3H; s) 4,8,6,7
3-Me (10) 27,6 1,26 (3H; s) 4,3,1,2
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111.1.2.8. Elucidation structurale du composeé HB9

L’analyse simultanée des spectres RMN1H (Spectre 111.1.45), HSQC (spectre 111.1.46)

et COSY (Spectre 111.1.47) de ce compose permet de relever, dans cette molécule la

présence de :

Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a 61 5,90 ppm corrélant sur le
spectre HSQC avec le signal a d¢c 125,9 ppm. les valeurs des déplacements chimiques
indiquent qu’il est éthylénique.

Un doublet de doublet (J = 15,3 ; 5,7 Hz) d’intégration 1H a dn 5,72 ppm corrélant
sur le spectre HSQC avec le carbone a d¢c 139,2 ppm.

Un doublet de doublet (J = 15,3 ; 9,3 Hz) d’intégration 1H a o1 5,60 ppm corrélant
sur le spectre HSQC avec le carbone a 6C 126,7 ppm. Les valeurs des déplacements
chimiques des 2H ainsi que la valeur de la constante de couplage (J = 15,3 Hz)
indiquent clairement la présence d’un groupement CH=CH de configuration trans.
Ceci est d’ailleurs confirmé par les corrélations observées sur le spectre COSY entre
ces deux noyaux.

Un quintuplet (J = 6,2 Hz) d’intégration 1H a dn 4,29 ppm corréle sur le spectre
HSQC avec le signal a 6c 68,2 ppm. Vu les valeurs des déplacements du proton et
du carbone, ce dernier ne peut étre qu’oxygéné.

Un doublet (J = 9,0 Hz) d’intégration 1H a oy 2,68 ppm corréle sur le spectre HSQC
avec le signal a d¢ 56,0 ppm.

Un doublet (J= 16,8 Hz) d’intégration 1H a dn 2,42 ppm corréle sur le spectre HSQC
avec le signal a 6¢ 48,2 ppm. Ce méme carbone montre une autre tache de corrélation
avec un deuxiéme proton qui apparait sur le spectre RMN*H sous forme d’un doublet
(J=16,2 Hz) a & 2,07 ppm permettant de déduire que ces 2H sont diastéréotopiques.
Un doublet (J = 6,6 Hz) d’intégration 3H a 6n 1,26 ppm correle sur le spectre HSQC
avec le signal a 6c 23,4 ppm.
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- Trois signaux d’intégration 3H chacun sous forme d’un singulet indiquant la
présence de trois groupements méthyles a én 1,96 ppm (3¢ 23,5 ppm), o1 1,05 ppm
(¢ 29,7 ppm) et dn 1,01 ppm (S¢ 26,2 ppm).
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Spectre 111.1.45 : Spectre RMN *H (CH3OH-ds ; 600 MHz) du composé HB9
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Spectre 111.1.46 : Spectre HSQC du compose HB9 dans le CH30H-da
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L’étude du spectre COSY (Spectre 111.1.47) permet de relever la présence des taches de

corrélation entre :

- Le proton du groupement CH oxygéné relevé a on 4,29 ppm et les protons du
groupement CHz a 61 1,26 ppm et également avec le proton éthylénique relevé a on
5,72 ppm.

- Ce dernier correle a son tour avec le proton éthylénique a o1 5,60 ppm.

- Ce proton éthylénique corréle avec le proton du groupement CH résonant a ox 2,68

ppm.

Ces corrélations sont representées dans la figure 11.1.37.
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Figure 111.1.37 : Entité 1 présente dans le composé HB9
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Spectre 111.1.47 : Spectre COSY du compose HB9 dans le CH3OH-d4
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Sur le spectre étalé relatif a 1’expérience HMBC (Spectre 111.1.48), le proton du
groupement CH (6n 2,68 ppm ; dc 56,0 ppm) montre des corrélations avec deux carbones
quaternaires dont I’un est hybridé sp® a 51 36,7 ppm et I’autre éthylénique a dn 166,1 ppm.
Toujours sur le méme spectre, ce carbone montre une corrélation avec les protons du
méthyle résonant a 6H 1,96 ppm (6¢ 23,5 ppm). Ceci suppose que le groupement CHs est
porté par le carbone a d¢c 166,1 ppm. Ainsi, cette attribution est confirmé par les corrélations
des protons du groupement CHz avec le carbone du groupement CH a ¢ 56,0 ppm et le
carbone du groupement CH éthylénique a d¢c 125,9 ppm. A ce stade nous proposons pour le

composé HB9 la structure partielle représentée dans la figure 111.1.38

~~ X Corrélation HMBC

Figure 111.1.38 : Structure partielle du composé HB9
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Spectre 111.1.48 : Spectre HMBC du compose HB9 dans le CH3OH-d4, étalement
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Toujours sur le spectre HMBC (Spectre 111.1.49), les deux méthyles (61 1,05 ppm et H
1,01 ppm) montrent des taches de corrélation avec le carbone quaternaire résonant a ¢ 36,7
ppm ; cette situation suppose qu’ils sont tous les deux portés par ce carbone quaternaire vu
leur multiplicité. Les protons de ces deux meéthyles montrent également des corrélations
avec le carbone du groupement CH résonant a ¢ 56,0 ppm et également avec le carbone du
méthyléne a dc 48,2 ppm. Les deux protons de ce dernier méthylene (6w 2,42 ; 2,07 ppm)
montrent des taches de corrélation avec le carbone du carbonyle a &c 200,3 ppm.
L’ensemble de ces observations permet de proposer la structure partielle reportée dans la
figure 111.1.39.

/\ Corrélation HMBC

Figure 111.1.39 : Structure partielle du composé HB9

Par ailleurs, le spectre HMBC (Spectre 111.1.49) montre clairement des corrélations entre
un des protons (6n 2,07 ppm) du CH2 (6¢c 48,2ppm) et le carbone du groupement CH
¢thylénique (3¢ 125,9 ppm), de méme le proton du CH éthylénique avec le carbone du CH>

(6c 48,2ppm). Ceci permet d’avoir la fermeture du cycle comme le montre la figure 111.1.40

/\ Corrélation HMBC

Figure 111.1.40 : Structure partielle du composé HB9
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Spectre 111.1.49 : Spectre HMBC du compose HB9 dans le CH3zOH-da

L’ensemble de cette analyse et toujours en se reportant aux données de la littérature
montre qu’il s’agit d’un squelette mégastigmane comportant 13 atomes de carbone de type
nor-isoprenoide. Les déplacements chimiques des protons et des carbones de cette entité
sont en parfait accord avec ceux du 3-oxo-a-ionol [4]. Cette molécule est nouvelle pour le

genre Heliotropium.

Figure 111.1.41 : Structure du composé HB9, 3-0xo0-a-ionol

Les données de RMN*H, RMN3C et corrélations HMBC sont reportées dans le tableau
111.1.8.
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Tableau 111.1.8 : Données spectrales de RMN du composé HB9

Positions | &c (ppm) | én (ppm, multiplicité, Jen Hz) | HMBC H-C
1 36,7 -
2a 2,42 (d: 16,8) 1,3,6,11, 12

48,2

2b 2,07 (d: 16,2) 3,4,5
3 200,3 -
4 125,9 590s 2,5,13
5 166,1 -
6 56,0 2,68 (d; 9,0) L zifi; 8,
7 126,7 5,60 (dd; 15,3; 9,3) 8,9
8 139,2 5,72 (dd: 15,3: 5,7) 7
9 68,2 4,29 (quint; 6,2) 7,8, 10
10 23,4 1,26 (d; 6,6) 8,9
11 26,2 1,01 (3H; s) 1,2,6,12
12 29,7 1,05 (3H; s) 1,2,6,11
13 23,5 1,96 (3H; s) 4,5,6
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111.1.2.9. Elucidation structurale du composé HB10

N
8
\\

HO

L’analyse simultanée des spectres RMNH (Spectre 111.1.50) et HSQC (Spectre 111.1.51)

permet de relever une grande similitude entre ce produit et le produit HB6. En effet cette

analyse montre la présence de :

Un groupement CH éthylénique résonant sous forme d’un singulet a 615,80 ppm (6¢
112,7 ppm) attribuable a H-7 (C-7)

Un groupement CH sp® résonant sous forme d’un triplet de triplet a 8w 4,12 ppm (J
=11,4 ; 4,2 Hz) montre une tache de corrélation sur le spectre HSQC avec le carbone
a oc 64,6 ppm attribuable a H-3ax et C-3 respectivement.

Un groupement CH_ hybridé sp® dont les deux protons sont magnétiquement non
équivalents et résonnent sous forme d’un doublet de doublet dédoublé (J = 11,4;
3,8 ;2,4 Hz) a 6n 2,03 ppm pour le premier, et sous forme d’un triplet (J = 11,4 Hz)
recouvert partiellement par le signal du méthyle a 6 1,28 ppm pour le second,
attribuable a H-2eq et H-2ax respectivement. Ces deux derniers montrent deux taches
de corrélation sur le spectre HSQC avec le carbone a 8¢ 50,8 ppm attribuable a C-2.
Un groupement CH, hybridé sp® dont le premier proton résonne sous forme d’un
doublet de doublet dédoublé a o 2,49 ppm (J = 11,4 ; 3,8; 2,4 Hz), et le second a
dH 1,44 ppm sous forme d’un triplet (J = 11,4 Hz) pour le second, attribuable a H-
5eq et H-5ax respectivement. Ces deux derniers protons montrent des taches de
corrélation sur le spectre HSQC avec un carbone résonant a 6c 48,4 ppm attribuable
a C-5.

Trois groupements CHs sous forme d’un singulet chacun résonant a éc 29,7 ppm (JH
1,33 ppm) ; dc 24,6 ppm (61 1,31 ppm) et 6c 25,7 ppm (1 1,61 ppm) attribuable a
C-9, C-10 et C-11 respectivement.
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Spectre 111.1.51 : Spectre HSQC du composé HB10 dans le CH3OH-d4
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La différence entre les deux produits réside dans la configuration du proton H-3. En
effet, dans le composé HB6, le proton H-3 est en configuration équatoriale avec une petite
constante du couplage (J= 3,4 Hz). Par contre, la configuration de ce méme proton, dans le
composé HB10, est axiale comme I’indique la valeur de la constante de couplage J =11,4 ;
4,2 Hz. Ceci est confirmé par les spectres COSY (Spectre 111.1.52) et ROESY (Spectre
111.1.53).

Sur le spectre COSY (Spectre 111.1.52) le proton H-3 a 61 4,12 ppm montre des taches
de corrélations avec les protons du CH-2 résonant sous forme d’un doublet de doublet
dédoublé a én 2,03 ppm (J =11,4; 3,8 ; 2,4 Hz) pour le premier, et sous forme d’un triplet
a dn 1,28 ppm (J = 13,2 Hz) pour le second. Toujours sur le méme spectre, le proton H-3
montre une tache de corrélation avec le proton H-4eq a dn 2,49 ppm résonant sous forme
d’un doublet de doublet dédoublé (J =11,4; 3,8 ; 2,4 Hz).

Par ailleurs, le spectre ROESY (Spectre 111.1.53) montre une tache de corrélation entre
H-3 et H-4ax (6w 1,44 ppm ; t; J = 11,4 Hz). Cette observation confirme bien 1’orientation

axiale de H-3 comme le montre la figure 111.1.42.

7\ Corrélation ROESY H
/ \ Corrélation COSY

Figure 111.1.42 : Les corrélations COSY et ROESY du proton H-3ax
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Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

L’ensemble de cette analyse et toujours en se reportant aux données de la littérature
montre qu’il s’agit d’un squelette monoterpénique comportant 11 atomes de carbone
nommé Cii-terpene lactone. Les valeurs de déplacement chimique des protons et des
carbones de cette entité sont en parfait accord avec ceux de I’isololiolide [7]. Cette molécule

est nouvelle pour le genre Heliotropium.

HO

-
=
p—
p—
p—

11

Figure 111.1.43 : Structure finale du composeé HB10, isololiolide
Toutes ces données sont reportées dans le tableau 111.1.9.

Tableau I111.1.9 : Données spectrales de RMN du composé HB10.

Positions | éc (ppm) | én1 (ppm, multiplicité, J en Hz) HMBC H-C
1 35,7 -
2eq 2,03(ddd ;11,4 ;3,8;2,4)
50,8
2ax 1,28 (t; 11,4) 10, 6, 4, 3, 1
3ax 64,6 4,12 (tt; 11,4 ;4,2) 11,5, 3,2
4eq 2,49 (ddd ;11,4 ;3,8;2,4) -
48,4
dax 1,44 (t; 11,4) 11,5,3,2,1
5 88,1 -
6 183,3 -
7 112,7 579s -
8 173,3 - 6,58, 1
9 29,7 1,33 (3H, s)
10 24,6 1,31 (3H,s) 10,6,2,3,1
11 25,7 1,61(3H, s) 6,2,1,3
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111.1.2.10. Elucidation structurale du composé HB11
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Le spectre RMNC (Spectre 111.1.54) de ce composé est trés similaire a celui de
composé précédent HB5 (Dehydrovomifoliol).
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Spectre 111.1.54 : Spectre RMN3C (CH3zOH-ds ; 150 MHz) des composés HB11 et HB5
Un examen approfondi des deux spectres RMN3C indique que la différence entre les
deux composes réside d’une part, dans la disparition du signal correspondant au carbone de

la fonction cétone (d¢c 200,4 ppm) et d’autre part I’apparition d’un autre signal a dc 68,6

ppm correspondant a un CH oxygéne.
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Le proton de ce groupement CH apparait sous forme d’un quadruplet de doublet (J =
6,3 ; 5,4 Hz) d’intégration 1H a 6n 4,34 ppm sur le spectre proton (spectre 111.1.55), ce
dernier correle sur le spectre HSQC (Spectre 111.1.56) avec le carbone oxygéné précédent
(¢ 68,6 ppm).

R S —
HB11: HSQC

= 20

E—
30
40

C-1—
T— o
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Co — ——> (4.34/68.6) |
9 30
a0

T T T T T T T T T T
52 51 50 49 43 47 45 45 44 43 42 41 40 39

Spectre 111.1.56 : Spectre HSQC du composé HB11 dans le CH3OH-ds; étalement

Ces observations indiquent une réduction de la position C-9 du Dehydrovomifoliol pour
donner le (+)-Blumenol A. La position de I’hydroxyle en C-9 est bien confirmée par le
spectre HMBC (Spectre 111.1.57) qui montre une tache de corrélation nette entre les protons
du CH3-10 a 61 1,26 ppm qui apparaissent sous forme d’un doublet (J = 6,3 Hz) et le carbone
de ce CH oxygéné.
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Spectre 111.1.57 : Spectre HMBC du composé HB11 dans le CH3OH-ds4; étalement
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Figure 111.1.44 : Corrélation HMBC

L’analyse des spectres HSQC, HMBC et COSY nous a permis d’¢lucider la structure de
HB11 comme étant le (+)-Blumenol A, cette molécule (figure 111.1.45) a été déja isolé de

I’espéce Heliotropium angiospermum [5].
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Figure 111.1.45 : Structure du composé HB11, (+)-Blumenol A

Toutes ces données sont reportées sur les spectres du RMN*C, RMN!H (Spectre
111.1.55) et HSQC (Spectre 111.1.58)
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Spectre 111.1.55 : Spectre RMNH (CH30H-d4; 600 MHz) du composé HB11
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Le tableau 111.1.10 regroupe les attributions des différents signaux en RMN®C, H et

HMBC.

: Spectre HSQC du composé HB11 dans le CH3OH-ds
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Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

Tableau 111.1.10 : Les données spectrales de RMN du composé HB11.

Positions® dc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz) HMBC H-C
1 42,4 -
2a 2,18 (d; 16,8) 1,3,11

50,7

2b 2,50 (d; 16,8) 3,6
3 201,2 -
4 127,1 5,89 sl 2,6,13
5 167,4 -
6 79,9 -
7 130,0 5,79 (d; 15,6)
8 136,9 5,83 (dd; 15,3; 4,5) 6,9
9 68,6 4,34 (qd; 6,3; 5,4) 7:8; 10
10 23,8 1,26 (3H; d; 6,6) 9,8
11 23,4 1,06 (3H; s) 1,2,6,12
12 24,5 1,04 (3H; s) 1,2,6,11
13 19,5 1,94 (3H; s) 4,5,6
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[11.1.2.11. Elucidation structurale des composés HB12 et HB13

OH

OH

L’examen du spectre RMN!H (Spectrelll.1.59) de ce composé, permet de relever :

- Un signal tres déblindé sous forme d’un singulet a én 9,70 ppm. La valeur de
déplacement chimique de ce proton est caractéristique du proton faisant partie d’une
fonction aldéhyde.

- Undoublet large (J = 7,8 Hz) d’intégration 1H a 61 7,33 ppm.

- Unsingulet large d’intégration 1H a 6n 7,31 ppm.

- Undoublet (J = 7,8 Hz) d’intégration 1H a o1 6,92 ppm.

Les valeurs des déplacements chimiques ainsi que celles des constantes de couplage

orientent vers la présence d’ un noyau aromatique trisubstitué dans les positions 1, 3 et 4.
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Spectre 111.1.59 : Spectre RMN *H (CH3zOH-d4 ; 600 MHz) du composé HB12

154



Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

L’étude du spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectre 111.1.60) montre que :

Le proton résonant a 6n 9,70 ppm correle avec le carbone a dc 192,5 ppm. Ceci
permet de confirmer la présence d’une fonction aldéhyde dans la molécule.

- Le proton H-6 résonnant a dn 7,33 ppm corréele avec le carbone a d¢c 126,0 ppm
attribuable a C-6

- Le proton H-2 résonnant a on 7,31 ppm corréle avec le carbone C-2 résonant a dc

114,8 ppm.
- Le proton H-5 résonnant a 61 6,92 ppm correle avec le carbone C-5 résonant a 6¢
115,8 ppm.
H-2
H-6 l H-5
N e II‘I ||.._._._4_‘_______..)’Jl._-.,JI!'ILu_._.__._AJJL_ B
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8 73 7 78 75 74 73 72 71 740 649 6.8 67 68 a3 64 63

Spectre 111.1.60 : Spectre HSQC du composé HB12 dans le CH3OH-d4

Par ailleurs sur le spectre relatif a I’expérience HMBC (Spectre 111.1.61), la corrélation
entre le proton de la fonction aldéhyde (&1 9,70 ppm) et le carbone quaternaire a d¢ 130,6
ppm permet son attribution au carbone a C-1. Les corrélations entre les protons H-2 et H-5
et le carbone quaternaire oxygéné a dc 146,5 ppm permettent 1’attribution de ce carbone a
C-3. Les correlations entre les protons H-2, H-5 et H-6 et le carbone quaternaire oxygéné a

dc 153,7 ppm permettent son attribution a C-4. L’ensemble de ces constatations indique
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qu’il s’agit d’un aldéhyde phénolique substitué en C-3 et C-4 et permet de proposer la
structure partielle reportée dans la figure 111.1.46.

,—x_ Corrélation HMBC

Figure 111.1.46 : Structure partielle du composé HB12
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Spectre 111.1.61 : Spectre HMBC du composé HB12 dans le CH3OH-d4
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L’ensemble de cette analyse et par comparaison avec les donnees de la littérature montre
qu’il s’agit d’un protocatechualdehyde (PCA) [8], elle est nouvelle pour le genre
Heliotropium. Le PCA est un aldéhyde phénolique naturel que I'on trouve dans l'orge [9],
les bananes vertes de Cavendish [10], les feuilles de vigne [11] et les racines de I'herbe S.
miltiorrhiza [12]. Le PCA possede des propriétés anti-athérosclérose [13], des effets
antioxydants, des effets anti-inflammatoires [14], des propriétés antiprolifératives et pro-
apoptotiques contre les cellules cancéreuses mammaires humaines [12] et les cellules
cancéreuses colorectales en réduisant I'expression de la #-caténine prooncogene [15].

H\C/O

OH

OH

Figure 111.1.47 : Structure finale du composé HB12, Protocatechualdehyde

Les données de RMNH, RMN3C et corrélations HMBC sont reportées dans le Tableau
1.1.11.

Tableau I11. 1.11 : Données spectrales RMN du composé HB12

Positions oc (ppm) oH (ppm, multiplicité, J en HZ) HMBC H-C

1 130,6 -

2 114,8 7,31 sl 3,4,6,7

3 146,5 _

4 153,7 -

5 115,8 6,92 (d; 7,8) 1,3,4

6 126,0 7,33 (dl; 7,8) 2,4,7

7 192,5 9,70 (1H ; 5) 1,2,6
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L’abstraction des signaux relative au spectre proton du composé HB12 (Spectre
[11.1.62), montre la présence d’autres signaux indiquant qu’il s’agit d’un mélange. Ce
spectre montre la totalité des signaux des deux molécules avec des intensités différentes.
Un dosage par RMNH permet de déduire que cet échantillon renferme environ 73% du
compose HB12 et 27% du composé HB13.

L’étude simultané des spectres proton (Spectre 111.1.62), HSQC (Spectrelll.1.63) et

COSY (Spectre 111.1.64) permet de tirer les indications suivantes :

- Undoublet (J = 8,4 Hz) d’intégration 2H a 61 7,04 ppm corréle sur le spectre HSQC
avec le signal a 6c 130,4 ppm attribuable a H-3 (C-3) et H-5 (C-5).

- Undoublet (J = 8,4 Hz) d’intégration 2H a 6+ 6,72 ppm corréle sur le spectre HSQC
avec le signal a 6¢ 115,6 ppm attribuable a H-2 (C-2) et H-6 (C-6).

Les valeurs des déplacements chimiques ainsi que celles des constantes de couplage
orientent vers la présence d’un noyau aromatique para-substitué. Ceci est d’ailleurs

confirmé par la tache de corrélation sur le spectre COSY.

- Un triplet (J = 7,2 Hz) d’intégration 2H a dn 3,70 ppm. Ce signal montre, sur le
spectre HSQC, une tache de corrélation avec le signal a 6c 63,8 ppm. Les valeurs des
déplacements chimiques des protons et de leur carbone indiquent clairement qu’il
s’agit d’un CH2 oxygéné.

- Un triplet (J = 7,2 Hz) d’intégration 2H a don 2,73 ppm montre une tache de
corrélation sur le spectre HSQC avec le carbone a dc 38,6 ppm. vu les valeurs de
leurs déplacement chimique, ce proton ne peut étre que benzylique et de ce fait ce

CH: est porté par le cycle aromatique.

La multiplicité des deux derniers signaux (CH2-8 et CH-7) indique que les deux
groupements CH> sont reliés. Ceci est confirmé par les taches de corrélation se trouvant sur
le spectre COSY (Spectre 111.1.64).
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Spectre 111.1.63 : Spectre HSQC du composé HB13 dans le CH3OH-d4
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Spectre 111.1.64 : Spectre COSY du composé HB13 dans le CH3OH-d4

Sur le spectre relatif a I’expérience HMBC (Spectre I11.1.65), les deux protons H-3 et
H-5 montrent des corrélations avec le carbone quaternaire aromatique résonant a éc 130,6

ppm attribuable a C-4.

Toujours sur le méme spectre, les deux protons H-2 et H-6 montrent une tache de
corrélation avec le carbone quaternaire aromatique oxygéné résonant a éc 156,2 ppm
attribuable a C-1.

Par ailleurs, Les protons du groupement CH; oxygéné résonant a o4 3,70 ppm montrent
une tache de corrélation sur le spectre HMBC avec le carbone du deuxiéme groupement
CH> a 3¢ 38,6 ppm. Ces deux méthylenes dont nous numérotons les carbones C-8 et C-7
respectivement, et d’autre part les protons des deux groupements CH2 montrent des taches
de corrélation avec un carbone quaternaire aromatique résonant a d¢c 130,6 ppm attribuable

a C-4, comme reporté dans la figure 111.1.48.

160



Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

»—x_ Corrélation HMBC
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Figure 111.1.48 : Structure partielle du composé HB13
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Spectre 111.1.65 : Spectre HMBC du composé HB13 dans le CH3OH-d4
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L’ensemble de cette analyse et par comparaison avec les données de la littérature montre
qu’il s’agit d’un 4-hydroxyphényléthanol (Tyrosol) [16]. Cette molécule est nouvelle pour

le genre Heliotropium.

HOH,C

OH
Figure 111.1.49 : Structure finale du composé HB13, Tyrosol
Le tyrosol est un composé d'intérét pharmaceutique présentant une activité
antioxydante, une propriété utilisée dans le traitement de I'athérosclérose [16].
Les données de RMN*H, RMN3C et corrélations HMBC sont reportées dans le Tableau

11.1.12.

Tableau I11. 1.12 : Les données spectrales RMN du composé HB13

Positions oc (ppm) oH (ppm, multiplicité, J en HZ) HMBC H-C
1 156,2 -
2/6 115,6 6,72 (2H; d; 8,4) 216, 3/5, 1
3/5 130,4 7,04 (2H; d; 8,4) 7,216,4,1
4 130,6 -
7 38,6 2,73 (2H; t; 7,2) 4,8
8 63,8 3,70 (2H; t; 7,2) 4,7
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111.1.2.12. Elucidation structurale du composé HB14

OH

L’examen simultané des spectres RMN!H (Spectre 111.1.66) et HSQC (spectre 111.1.67)

permettent de relever dans cette molécule la présence de :

- Un signal a 61 6,69 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J = 2,7 Hz)
corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 115,9 ppm.

- Un signal a don 6,68 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J = 7,6 Hz)
corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 117,6 ppm.

- Un signal a 81 6,55 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet de doublet (J =
8,0 ; 1,9 Hz) corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a ¢ 121,4 ppm.

Les valeurs des déplacements chimiques ainsi que celles des constantes de couplage
orientent vers la présence d’un systtme ABX correspondant a un cycle aromatique 1, 3, 4-

trisubstitué.

- Un signal a 614,28 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet de doublet (J =
7,3 ;5,5 Hz) corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a d¢ 72,8 ppm.

- Un signal a o4 4,15 ppm d’intégration 2H sous forme d’un quadruplet (J = 7,1 Hz)
corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a 6¢c 61,6 ppm.

Les valeurs des déplacements chimiques des protons et des carbones de ces deux

signaux indiquent qu’ils sont oxygénés

- Deux signaux d’intégration 1H chacun sous forme d’un doublet de doublet (J =13,9 ;
5,4 Hz) a 61 2,90 ppm pour le premier et a o4 2,80 ppm (J = 13,8 ; 7,3 Hz) pour le
second, corrélent sur le spectre HSQC avec le carbone a d¢c 40,4 ppm.

- Un signal a 61 1,23 ppm d’intégration 3H sous forme d’un triplet (J = 7,1 Hz)

corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a ¢ 14,0 ppm.
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Spectre 111.1.67 : Spectre HSQC du composé HB14 dans le CH3OH-d4
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L’étude du spectre HMBC (Spectre 111.1.68) montre des taches de corrélation entre les
protons du groupement CHa résonant sous forme d’un quadruplet a o1 4,15 ppm (J = 7,1
Hz) et le carbone du groupement CHs relevé a oc 14,0 ppm d’une part et le carbone du
carbonyle relevé a ¢ 175,1 ppm d’autre part. Ce dernier donne des taches de corrélation
avec le proton du groupement CH résonant sous forme d’un doublet de doublet a o1 4,28
ppm (J=7,3;5,5Hz; dc 61,6 ppm) et les protons du groupement CH> dont chaque proton
résonne sous forme d’un doublet de doublet a 64 2,90 ppm (J = 13,9 ; 5,4 Hz) pour le
premier et 2,80 ppm (J = 13,8 ; 7,3 Hz) (6¢ 40,4 ppm) pour le second.

Ces observations permettent de proposer la présence dans cette molécule, de I’entité 1,

reportée dans la figure 111.1.50.

~ & Corrélation HMBC

Figure 111.1.50 : Entité 1 présente dans le composé HB14
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Spectre 111.1.68 : Spectre HMBC du composé HB14 dans le CH3;OH-ds ; étalement

Toujours sur le spectre HMBC (Spectre 111.1.69), les protons du groupement CH> a on
2,90 ppm et o1 2,80 ppm corrélent avec les carbones aromatiques porteurs des H a o1 6,68
ppm (d¢c 117,6 ppm), a oH 6,69 ppm (6c 115,9 ppm) et 61 6,55 ppm (¢ 121,4 ppm) et
¢galement avec le carbone quaternaire aromatique a dc 129,6 ppm. Ces observations
indiquent que I’entité 1 (Figure 111.1.50) est reliée au noyau aromatique. On peut également
en déduire, si I’on affecte la numérotation 1 au carbone de noyau aromatique lié a I’entité 1
que les carbones porteurs des protons précédents seront numérotés 2 et 6, comme le montre

dans la figure 111.1.51

~—X Corrélation HMBC

Figure 111.1.51 : Corrélation HMBC du compose HB14
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Spectre 111.1.69 : Spectre HMBC du composé HB14 dans le CH3OH-ds ; étalement
Selon les valeurs de déplacement des carbones C-3 (6c 144,6 ppm) et C-4 (dc 145,7
ppm) on peut déduire que ces positions ne peuvent étre qu’oxygénées.

Vu I’absence d’autres substituants sur le spectre proton, les carbones aromatiques C-3
et C-4 ainsi que C-8 (6¢ 72,8 ppm) ne peuvent étre que porteurs des groupements hydroxyles

comme reporte dans la figure 111.1.52.

0
8 /\
! 9 ™0 11

OH
HO

OH

Figure 111.1.52 : Structure finale plane du composé HB14

Les analyses des spectres proton, HSQC et HMBC nous a permis d’identifier le composé

HB14, comme étant une molécule déja isolée et décrite sous le nom Ethyl-3-(3,4-
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dihydroxyphenyl) lactate. Elle est nouvelle pour le genre Heliotropium et pour la famille
Borraginaceae. Elle a été isolée de I’espéce Nepeta prattii (Lamiaceae) [17]. Les données
spectrales que nous avons obtenues sont en accord avec les données publiées pour cette

molécule.

OH

Figure 111.1.53 : Structure finale du composé HB14 ; Ethyl- 3-(3,4-dihydroxyphenyl)

lactate

Le tableau 111.1.13 résume les données spectroscopiques obtenues a partir des spectres
proton, HSQC et HMBC.
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Tableau 111.1.13 : Les données spectrales RMN du composé HB14

Positions | &c (ppm) | 6n (ppm, multiplicité, J en Hz) HMBC H-C
1 129,6 -
2 1159 6,69 (d; 2,7) 3,1,6,7
3 1456 ]
4 144,5 -
5 117,6 6,68 (d; 7,6) 3,1,6,7
6 121,4 6,55 (dd; 8,0; 1,9) 7,4
2,90 (dd; 13,9; 5,4) 8,56,1,9
7 40,4
2,80 (dd; 13,8; 7,3) 8,56,1,9
8 72,8 4,28 (dd; 7,3; 5,5) 1,7,9,10
9 175,1 -
10 61,6 4,15 (2H; q; 7,1) 9,11
11 14,0 1,23 (3H;t; 7,1) 10
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111.1.2.13. Elucidation structurale du composé HB15

L’examen du spectre RMN *H (Spectre 111.1.70) du composé HB15 montre une forte

similitude avec les signaux du spectre de la molécule HB8 ((3R)-8-hydroxylinalol) et nous

a permis de relever un ensemble de signaux qu’on peut répartir comme suit :

Un groupement CH éthylénique résonant sous forme d’un doublet de doublet a on
5.95 ppm (J = 17,6 ; 10,8 Hz) montrant une tache de corrélation sur le spectre HSQC
(Spectre 111.1.73) avec le carbone a d¢c 144,3 ppm, attribuable & H-2

Un groupement CH> éthylénique dont les 2H sont magnétiqguement non équivalents
et résonnant sous forme d’un doublet de doublet a 6+ 5,25 ppm (J =17,6 ; 1,2 Hz) et
dH 5,22 ppm (J = 10,8 ; 1,2 Hz) montrant une tache de corrélation sur le spectre
HSQC avec le carbone a d¢ 115,2 ppm, attribuable a H-1.

Un groupement CH éthylénique résonant sous forme d’un triplet large a 61 5,12 ppm
(J = 7,2 Hz) montrant une tache de corrélation sur le spectre HSQC avec le carbone
a 6¢ 125,3 ppm, attribuable a H-6

Deux groupements CH2 sp® résonant a 8¢ 42,1 ppm (Sn 1,61 ppm ; recouvert par
d’autres signaux) et d¢c 23,2 ppm (dH 2,05 ppm ; m), attribuable respectivement a Ho-
4 et Ho-5

Deux groupements CHz résonant sous forme de singulet chacun a ¢ 25,3 ppm (JH

1,67 ppm), 6¢c 22,8 ppm (6H 1,38 ppm) attribuable respectivement & H-9 et H-10.
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La différence réside d’une part, dans la disparition du signal sous forme de singulet
correspondant au groupement CH. oxygéné (dn 4,08 ppm) et I’apparition d’un signal
d’intégration 3H a o1 1,61 ppm résonant sous forme de singulet et corrélant sur le spectre
HSQC (Spectre 111.1.71) avec un carbone a ¢ 17,3 ppm d’autre part. Les protons de ce CHs
montrent sur le spectre HMBC (Spectre 111.1.72) des taches de corrélation avec les carbones
C-6 (8¢ 125,3 ppm) et C-7 (6¢c 130,9 ppm). Ces observations nous permettent de localiser

ce CHs sur le carbone C-7 et sera numéroté C-8 comme le montre la figure 111.1.54.

~—A Corrélation HMBC
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Spectre 111.1.72 : Spectre HMBC du composé HB15 dans leCH3OH-ds4 , étalement
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D’autre part, I’analyse du spectre RMN*H (Spectre 111.1.73) montre la présence des

signaux caractéristiques d’un hexose :

Un signal a 6n 4,37 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J = 8,0 Hz)
correle sur le spectre HSQC (Spectre 111.1.74) avec le carbone a ¢ 99,5 ppm
caractéristique du proton anomérique d’un hexose. Les valeurs des déplacements
chimiques du proton et du carbone indiquent une jonction O- hexose, quant a la
valeur de la constante de couplage (8,0 Hz), elle est en faveur d’un hexose avec une
configuration g.

Deux signaux sous forme de doublets de doublet d’intégration 1H chacun a oy 3,82
ppm (J=12,0; 2.4 Hz) eta on 3,67 ppm (J = 12,0 ; 5.6 Hz), corrélent sur le spectre
HSQC avec le carbone a dc 62,3 ppm, caractéristique du groupement CH»>-6’ de
I’hexose.

Trois signaux chacun d’intégration 1H sous forme de multiplet a o1 3,33 ppm (dc
78,0 ppm), &n 3,19 ppm (8¢ 77,3 ppm) et on 3,17 ppm (¢ 75,1 ppm)

Un signal a don 3,29 ppm d’intégration 1H sous forme d’un triplet (J = 8,8 Hz)

partiellement recouvert par le signal du solvant correle sur le spectre HSQC avec le

carbone a oc 71,4 ppm.
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Spectre 111.1.73 : Spectre RMNH (CH3zOH-d4 400 MHz) du composé HB15, étalement
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Spectre 111.1.74 : Spectre HSQC du composé HB15 dans le CH3;OH-d4 , étalement

L’attribution des signaux osidique est réalisée a 1’aide des données obtenues du spectre

HMBC (Spectre 111.1.75) et la comparaison avec les données de la littérature [18].

Le proton anomérique H-1" (81 4,37 ; ¢ 99,5) montre des taches de corrélation sur
le spectre HMBC avec les carbones a dc 75,1 ppm et 6c 77,3 ppm attribuable
respectivement a C-2’ et C-5".

Le proton H-2’ (6w 3,17 ppm), localisé par I’analyse du spectre HSQC a d¢ 75,1 ppm
correle sur le spectre HMBC avec deux carbones a oc 78,0 ppm et dc 71,4 ppm
attribuable respectivement a C-3” et C-4°.

Le proton H-3" (8w 3,33 ppm), localisé par 1’analyse du spectre HSQC a d¢ 78,0 ppm
correle sur le spectre HMBC avec un carbone a d¢ 71,4 ppm attribuable a C-4’.

Le proton H-4’ (8w 3,29 ppm), localisé par 1’analyse du spectre HSQC a d¢ 71,4 ppm
correle sur le spectre HMBC avec les carbones C-3° (6¢c 78,0 ppm), C-5 (¢ 77,3
ppm) et C-6’ (¢ 762,3 ppm).

Le proton H-5" (6w 3,19 ; dc 77,3) ppm, localisé par ’analyse du spectre HSQC

correle sur le spectre HMBC avec les carbones C-1°, C-3 et C-4’.
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Nous avons une partie osidique qui est en fait un glucopyranosyle. Pour positionner cette
entité, nous avons examiné le spectre HMBC ou I’on reléve une tache de corrélation entre
le proton anomérique et le carbone C-3, ceci permet de placer ce groupement

glucopyranosyle en cette position comme reporté dans la figure 111.1.55.

6
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Figure 111.1.55 : Corrélation HMBC entre le proton anomérique et le carbone C-3
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Spectre 111.1.75 : Spectre HMBC du composé HB15 dans le CH3OH-d4 ; étalement

L’ensemble des données précédentes et par comparaison avec les données de la

littérature a permis d’établir la structure du composé HB15, il s’agit de (3S)-3-O-(f-D-
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Glucopyranosyl)-3, 7-dimethylocta-1,6- dien-3-ol [18]. Cette molécule est nouvelle pour le

genre Heliotropium.

Figure 111.1.56 : Structure finale du compose HB15 ; (3S)-3-O-(#-D-Glucopyranosyl)-3,

7-dimethylocta-1,6- dien-3-ol

Tableau 111.1.14 : Les données spectrales RMN du compose HB15

Positions | &c (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz) HMBC H-C
. 1152 5,25 (dd; 17,6, 1,2) 3,2
5,22 (dd; 10,8, 1,2) 3,2
2 144,3 5,95 (dd; 17,6, 10,8) 10
3 81,3 -
4 42,1 1,61 signal de chevauchement 2,3,5,7,6,10
5 23,2 2,05 (dt; 8,4; 7,6) 3,4,6,7
6 125,3 5,12 (tl; 7,2) 58,9
7 130,9 -
8 17,3 1,61 (3H; s) 6,7
9 25,3 1,67 (3H; s) 6,7,8
10 22,8 1,38 (3H; s) 2,3,4
I 99,5 4,37 (d; 8,0) 3,2,5
2’ 75,1 3,17 m 1’,3,4
3’ 78,0 3,33 m 2,4
4 71,4 3,29 (dI; 8,8) 3,5,6
5’ 77,3 3,19 m 1,3, 4
6’a 3,82 (dd; 12,0; 2,4) 4
6°b 623 3,65 (dd; 12,0; 5,6) 5

176




Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

111.1.2.14. Elucidation structurale du composé HB16

9 OH
COOH

OH

OH

L’examen simultané des spectres RMN*H (Spectre 111.1.76) et HSQC (Spectre 111.1.77)
du composé HB16 permet d’observer :

Un signal a 61 7,03 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J = 1,7 Hz)
corréle sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 114,5 ppm

Un signal a on 6,93 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet de doublet (J =
8,2 ; 1,7 Hz) corréle sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 122,4 ppm

Un signal a 64 6,77 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J = 8,2 Hz)
correle sur le spectre HSQC avec le carbone a d¢ 116,0 ppm.

Un signal a 61 6,75 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J = 1,7 Hz)
corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 116,9 ppm

Un signal a 6n 6,68 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J = 8,2 Hz)
corréle sur le spectre HSQC avec le carbone a d¢ 115,5 ppm

Un signal a on 6,64 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet de doublet (J =
8,2 ; 1,7 Hz) corréle sur le spectre HSQC avec le carbone a 6¢c 121,2 ppm.

Les valeurs des déplacements chimiques ainsi que celles des constantes de couplage

orientent vers la présence de deux systemes ABX correspondants a deux cycles aromatiques
1, 3, 4-trisubstitués.

Deux signaux de méthyne oléfinique sous forme d’un doublet (J = 15,9 Hz) a 61 7,53
ppm et oH 6,27 ppm, montrent des taches de corrélation sur le spectre HSQC avec
les signaux a oc 146,7 ppm et dc 114,6 ppm respectivement. La multiplicité et la
valeur de la constante de couplage (J = 15,9 Hz) de ces deux signaux indiquent

clairement la présence d’un groupement éthylénique de configuration trans.
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- Un signal a 6y 5,14 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet de doublet (J =
9,1; 3,6 Hz) corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 75,7 ppm. D’apres
les valeurs des déplacements du proton et du carbone, ce dernier ne peut étre
qu’oxygene.

- Un signal d’intégration 1H résonnant sous forme d’un doublet de doublet (J = 14,3 ;
3,5 Hz) a 01 3,11 ppm corréle sur le spectre HSQC avec le carbone a oc 37,7 ppm.
Ce méme carbone montre une tache de corrélation avec un signal a 6 2,97 ppm,
apparait sur le spectre proton sous forme d’un doublet de doublet (J = 14,1 ; 9,2 Hz)
d’intégration 1H. Cette constante permet de déduire que ces 2H sont
magnétiquement non équivalents entre eux.
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Spectre 111.1.76 : Spectre RMNH (CH3zOH-d4 ; 400 MHz) du composé HB16
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Spectre 111.1.77 : Spectre HSQC du composé HB16 dans le CH3OH-d4

Le proton a o1 6,68 ppm (d ; J = 8,2 Hz) corréle sur le spectre COSY (Spectre 111.1.78)
avec le proton a 6+ 6,64 ppm (J = 8,2 ; 1,7 Hz), attribuable a H-5 et H-6 respectivement. Ce
dernier H-6 montre deux taches de corrélation sur le spectre HMBC (Spectre 111.1.79), la
premiére avec le carbone aromatique porteur d’'un H a dn 6,75 ppm (6¢ 116,9 ppm)

attribuable a H-2 et la deuxiéme avec carbone aromatique quaternaire oxygéné a ¢ 144,5

ppm.

Toujours sur le spectre HMBC, le proton H-5 montre deux taches de corrélation avec
un carbone aromatique quaternaire a dc 129,7 ppm et un carbone aromatique quaternaire
oxygéné a oc 145,4 ppm. Ceci permet de déduire les valeurs de déplacement chimique des
carbones aromatiques quaternaires comme étant : ¢ 129,7 ppm (C-1), dc 144,5 ppm (C-3)
et oc 145,4 ppm (C-4).

Toujours sur le méme spectre, un des protons du groupement CH; résonant a on 2,97
ppm montre des taches de corrélation avec les carbones aromatiques C-2 (d¢c 116,9 ppm),
C-6 (dc 121,2 ppm) et C-1 (8¢ 129,7 ppm). Ces observations indiquent que le groupement

CH> est lié au noyau aromatique par le carbone C-1, Comme reporté dans la figure 111.1.57.
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Spectre 111.1.78 : Spectre COSY du composé HB16 dans le CH3sOH-d4
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Spectre 111.1.79 : Spectre HMBC du composé HB16 dans le CH3sOH-da, étalement

Par ailleurs, les protons du groupement CH2 a 61 3,11 ppm et 6w 2,97 ppm corrélent sur

le spectre COSY (Spectre 111.1.78) avec le proton du groupement CH oxygéné a én 5,14
ppm.
Ce dernier (61 5,14 ppm) montre sur le spectre HMBC (Spectre 111.1.80) des taches de

corrélation avec deux carbones des groupements carbonyles a dc 171,7 ppm et 6c 168,4
ppm.

Ces observations permettent de proposer la présence dans cette molécule, de ’entité 2,

reportée dans la figure 111.1.58.
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¥\ Corrélation COSY

7\ Corrélation HMIBC

Figure 111.1.58 : Structure partielle 2 du composé HB16
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Spectre 111.1.78 : Spectre COSY du composé HB16 dans le CH3OH-d4
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Spectre 111.1.80 : Spectre HMBC du composé HB16 dans le CH3OH-d4

Le proton résonant a 61 6,93 ppm (dd ; J = 8,2 ; 1,7 Hz) montre une tache de corrélation
sur le spectre COSY (Spectre 111.1.78) avec le proton résonant a on 6,77 (d ; J = 8,2 Hz)

attribuable & H-6" et H-5’ respectivement

Par ailleurs, sur le spectre HMBC (Spectre 111.1.81), le proton H-6" montre une tache de
corrélation avec le carbone aromatique porteur d’un H a &1 7,04 ppm (6c 114,5ppm), ce
proton est attribuable & H-2". Les protons a 6n 7,04 ppm (H-2") et 61 6,93 ppm (H-6")
montrent des taches de corrélations avec les deux carbones aromatiques quaternaires

oxygénés a oc 146,5 ppm et dc 148,7 ppm qui ne peuvent étre que C-3’ et C-4’.

De plus sur le spectre HMBC, le proton éthylénique a 6 7,53 ppm montre des taches
de corrélation avec les carbones aromatiques C-2’ et C-6’. Le deuxiéme proton éthylénique
résonant a on 6,27 ppm correle avec un carbone aromatique quaternaire a 6c 127,1 ppm. Ces
observations permettent de placer ce groupement éthylénique sur le carbone C-1" (6¢ 127,1

ppm) du noyau aromatique.
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Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

Toujours sur le spectre HMBC, le proton éthylénique a o1 7,53 ppm corréle avec le
carbone du carbonyle a ¢ 168,4 ppm, comme reporté dans la figure 111.1.59.

7 Corrélation HMBC
OH
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Spectre 111.1.81 : Spectre HMBC du composé HB16 dans le CHsOH-ds ; étalement

L’analyse des spectres RMN'H, HSQC et HMBC nous a permis d’identifier le composé
HB16 comme étant 1’acide rosmarinique. Il a été isolé pour la premiere fois a I'état pur
par deux chimistes italiens, Scarpati et Oriente en 1958 [19-20]. Son nom vient du nom de

la plante a partir de laquelle il a été isolé, le romarin (Rosmarinus officinalis). Cette
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Chapitre III.1 L’espéce Heliotropium bacciferum Forssk.

molécule a été isolée de 1’espéce Heliotropium foertherianum [21]. Les données spectrales
que nous avons obtenues sont en parfait accord avec les données publiées pour cette

molécule [22] comme reporté dans la figure 111.1.60.

0 OH
COOH
8 OH

Figure 111.1.60 : Structure du composé HB16, acide rosmarinique

Le tableau 111.1.15 regroupe les attributions des différents signaux en RMN*H, HSQC
et HMBC.

Tableau 111.1.15 : Déplacement chimiques RMN du composé HB16.

Positions dc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en HZ) HMBC H-C

1 129,7 -
2 116,9 6.75 (d; 1,7) 7,6, 4
3 1454 -
4 1445 -
5 1155 6,68 (d; 8,2) 1,3
6 121,2 6,64 (dd; 8,2; 1,7) 2,4

3,11 (dd; 14,3; 3,5)
7 37,7

2.97 (dd; 14.1; 9,2) 8,6,2 1
8 75,7 5,14 (dd; 9,1; 3,6) 9,9
9 171,7 -
I’ 127,1 -
2’ 1145 7.04 (d; 1,8) 6°,3°, 4
3 146,5 -
4’ 148,7 -
5 116,0 6,77 (d; 8,2) 1,3
6’ 122,4 6,93 (dd; 8,2; 1,7) 2,43
7 146,7 7,53 (d; 15,9) 2,6,8,9
8’ 114,6 6,27 (d; 15,9) 1’
9 168,4 -
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111.1.2.15. Elucidation structurale du composé HB17

g OH
COOCH;

OH

OH

La comparaison des spectres proton du composé précédent HB16 et ce composé HB17
(Spectre 111.1.82) montre que ce dernier (HB17) est en mélange avec le composé précédent
I’acide rosmarinique. Un dosage par RMN!H permet de conclure que ce mélange renferme
environ 52 % du HB17 et 48 % de I’acide rosmarinique (HB16).

HB16; RMNIH

___.,,.“_.,..___;|JL.JT-J-'L; UL . A . J |8 S———1

I
HE17; EMNIH |

x |

Spectre 111.1.82 : Spectre RMNH (600MHz, MeOH-d.) des composés HB16 et HB17

Le spectre proton (Spectre 111.1.83) du composé HB17 est trés similaire a celui du
composé HB16 et montre clairement la présence d’un groupement caféoyle, grace a
I’apparition des signaux du groupement CH=CH (J= 15,6 Hz) a 61 7,52 ppm pour le proton

voisin du cycle aromatique et 6+ 6,28 ppm pour le proton voisin du carbonyle.
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Les signaux du cycle aromatique du groupement caféoyle apparaissent sous forme :

- H-2'(d,J=1,8Hz)aén 7,04 ppm ; (C-2"a &c 114,6 ppm).

- H-5'(d,J=8,4 Hz) a 61 6,79 ppm ; (C-5"a &c 116,0 ppm).

- H-6'(dd,J=8,4; 1,8 Hz) a o1 6,94 ppm ; (C-6"a dc 122,3 ppm).
- H-77(d,J=15,6 Hz) a6n 7,52 ppm ; ( C-7"a dc 145,9 ppm).

- H-8(d,J=15,6 Hz) a 616,28 ppm ; (C-8' a 5c 114,4 ppm).

Les protons relatifs a la partie acide 3,4-dihydroxyphényllactique apparaissent sous
forme :

- H-2(d,J=1,8Hz)adn 6,73 ppm ; (C-2 a &¢c 116,9 ppm).

- H-5(,J=7,8Hz)adn 6,71 ppm ; (C-5 a dc 115,8 ppm).

- H-6(dd,J=8,4; 1,8 Hz) a o1 6,59 ppm, (C-6 a 6¢c 121,5 ppm).

- H-7(2H;dd,J=12,0;4,8 Hz) a on 3,06 ppm ; (C-2 a dc 37,3 ppm).
- H-8(dd,J=7.8;5,4Hz)aodn 5,21 ppm ; (C-2 a dc 74,1 ppm).

Cette analyse permet de proposer la structure partielle du produit HB17, reportée dans
la figure 111.1.61.

OH

Figure 111.1.61 : structure partielle du composé HB17
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Spectre 111.1.85 : Spectre COSY du composé HB17 dans MeOH-d4

En plus de ces signaux, les spectres RMN!H (Spectre 111.1.86) et HSQC (Spectre
111.1.87) révélent la présence d'un groupement méthoxyle a on 3,72 ppm (8¢ 52,2 ppm). Ce
dernier montre une tache de corrélation avec le groupement carbonyle a d¢ 171,9 ppm
comme le montre I'expérience HMBC (Spectre 111.1.88). Cette observation permet de placer
le méthoxyle sur le carbonyle en C-9 comme le montre dans la figure 111.1.62

/\V Corrélation HMBC

OH

Figure 111.1.62 : Structure plane du composé HB17
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Spectre 111.1.88 : Spectre HMBC du composé HB17 dans MeOH-da, étalement

Tenant compte des résultats de la littérature et surtout de ceux de notre analyse, nous
pouvons proposer 1’entité présentée dans la figure 111.1.63 comme structure finale de notre

composé HB17. 1l s’agit de méthyl ester acide rosmarinique.

OCH; OH

OH

OH

Figure 111.1.63 : Structure finale du composé HB17, Méthyl ester acide rosmarinique

Les données de RMN de cette molécule reportées dans le tableau 111.1.16 sont en parfait

accord avec celles de la littérature [19].
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Tableau 111.1.16 : Données spectrales de RMN du composé HB17

Positions dc (ppm) | 6H (ppm, multiplicité, J en Hz) HMBC (H-C)
1 128,5 -
2 116,9 6,73 (d; 1,8) 7,6,1,3,4
3 145,3 -
4 145,1 -
5 1158 6,71 (d; 7,8) 4,1,3
6 121,5 6,59 (dd, 8,4; 1,8) 2,4
7 37,3 3,06 (dd; 12,0; 4,8) 8,1
8 74,1 5,21 (dd; 7,8; 5,4)
9 1719 -
I 127,1 -
2’ 114,6 7,04 (d, 1,8) 6°,3, 4
3 146,3 -
4 148,8 -
5’ 116,0 6,79 (d; 8,4) 1,3, 4
6’ 122,3 6,94 (dd; 8,4; 1,8) 2,43
7 1459 7,52 (d; 15,6) 8,6,9
8’ 114,4 6,28 (dd; 15,6)
9 168,5 -

OCH3s 52,2 3,72s 9
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111.1.3. Discussion des résultats de 1’activité

antioxydante

L'extrait méthanol HBM montre un contenu en polyphénols de 68,0 mg EAG/g d'extrait.
Cet extrait a été évalué pour son activité antioxydant viv-a-vis du radical libre DPPH et du
radical ABTS. Les résultats montrent que cet extrait présente une activité significative in
vitro et dépendante de la concentration vis-a-vis des radicaux DPPH (ICsg 70,912 pg/ml),
et ABTS (ICso 1,466 mg/ml), liés a la présence des dérives du phénol.

Quelques produits isolés de I'extrait HBM : protocatéchualdéhyde (HB12), le tyrosol
(HB13), le 3- (3,4-dihydroxyphényl) lactate d'éthyle (HB14), I'acide rosmarinique (HB16)
et son ester méthylique (HB17) ont été également évalués pour leurs activités antioxydant
vis-a-vis des deux radicaux précédents. Les résultats montrent que la valeur ICsp est
comprise dans l'intervalle de 2,376 + 0,016 a 7,560 + 0,029 nug/ml comparativement a 1’ICsg
de I’acide ascorbique (3,282 + 0,085 pg/ml) et le quercétine (2,433 £0,099 pg/ml) utilisés
comme des standards pour le DPPH et de 0,374+0,013 a 1,526+0,010 mg/ml
comparativement aux mémes standards (0,834+0,015 et 3,461 = 0,011 mg/ml)

respectivement pour le TEAC.

Il est important de noter que les deux produits HB12 (Protocatéchualdéhyde) et HB16
(acide rosmarinique) présentent un effet de piégeage supérieur a celui des standards (acide
ascorbique et quercétine) dans les deux tests. Il est connu que, d’une maniére générale les
polyphénols sont de bons antioxydants et que cette activité est directement liée a leur
structure. En effet, I’activité anti-oxydante de 1’acide rosmarinique, qui est un anti-oxydant
puissant, est due a la présence de quatre groupements hydroxyles dans sa molécule. [23-
24].

Comme attendu, I'extrait chloroforme HBC et le monoterpene glucosidique HB15 ((3S)-
3-O-(#-D-Glucopyranosyl)-3, 7-dimethylocta-1,6- dien-3-o0l) n'ont présentés aucune
activité comme piégeurs de radicaux libres (ICso> 600 pg/ml et valeur TEAC de 0,024 et
0,012 mg/ml, respectivement) et ceci est probablement due a leurs structures. En effet,
L’absence de ’activité antioxydante observée pour I’extrait HBC riche en composés
terpéniques dans la réduction du DPPH peut étre expliquée par le fait que ces terpénes ne
sont pas capables de donner 1’atome d’hydrogene et également leur faible solubilité dans le

milieu réactionnel, car ce test utilise le méthanol ou I’éthanol comme solvant [25]. Les
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valeurs des Clsg pour les deux extraits et les produits isolés sont arborées sur le tableau
M.1.17.

Tableau I11.1.17 : Acticité antioxydante et teneur totale en phénols des extraits et des

composes de H. bacciferum

Tt [ TR | enc
HBM 68,0 +1,1C 70,012+ 1,413¢ | 1,466+ 0,016C
HBC _ > 600 0,012 + 0,014
HB12 _ 2376+ 0,016 1,538 + 0,005
HB13 _ 7,560 % 0,029 0,374+ 0,013
HB14 _ 7,062+ 0,011 1,526 + 0,010
HB15 _ >600 0,024 + 0,003
HB16 - 3,162 + 0,426 1,455+ 0,013
HB17 _ 6,713+ 0,019 0,697 + 0,011
as?c()::f)(iaqt;ed _ 3,282 + 0,085 0,834 + 0,015
Quercetine — 2,433+ 0,099 3,461+ 0,011
Note :

a- Equivalent d'acide gallique.
b- mg / ml pour les extraits et mM pour les composés.
c- écart-type (données de trois expériences en triple).

d- Controle positif du test.

111.1.4. Discussion des résultats de 1’activité

cytotoxique

L'activité cytotoxique des extraits de Heliotropium et de quelques isolats nor-
isoprenoids, comme le dihydrovomifoliol et le blumenol A, et des C11 lactones terpene, sur
des variétés de cellules cancéreuses a été rapportée [26-27].

L'activité antiproliférative des extraits HBC et HBM de H.bacciferum (de 1,000 a 0,025
mg/ml) et des composés purs (HB6 et HB10 de HBC, et HB13 et HB15 de HBM) de 1,0 a
0,1 mM, a été évaluée sur deux variétés de cellules tumorales humaines (carcinome

HCT116 et adénocarcinome colorectal DLD1), et dans une variété de cellule normale
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(fibroblaste cutané humain primaire, HDFa) en utilisant le test MTT (3 (4,5-
dimethylthiazol-2-yl) - bromure 2,5-diphenyltetrazolium).

Les résultats obtenus montrent que I’extrait HBM ne présente aucun effet cytotoxique
sur les deux cellules testées. En revanche, a la plus basse concentration examinée (0,025
mg/ml) et apres 24 h de traitement, cet extrait a stimulé la prolifération des cellules
tumorales et des cellules normales. D'autre part, 1I’extrait HBC a montré un effet inhibiteur
significatif et dépendant de la concentration sur la croissance des deux variétés de cellules
cancéreuses traitées avec des Clso de 0,095 mg/ml et de 0,062 mg/ml sur les cellules
HCT116 et sur DLD1 respectivement (voir tableau 111.18), mais pas dans les fibroblastes
primaires jusqu'a la concentration de 0,100 mg/ml. Les deux composés, loliolide (HB6) et
I’isololiolide (HB10), isolés tous deux de 1’extrait HBC, ont été examiné dans les mémes
conditions que les extraits. Ils ont montré une Clsg s'étendant de 0,306 & 0,325 mM pour les
cellules HCT116, et entre 0,276 et 0,395 mM pour les cellules DLD1.

Loliolide est rapporté a posséder des propriétés anti inflammatoire, antipyrétique,
vasodilatatrice, anti tumorale, antifongique et antibactérienne. 1l peut aussi étre utilisé pour

traiter la blessure, la dysenterie et la diarrhée [28].

Il a été rapporté que le loliolide, isolé des feuilles d’Arctium lappa présente une activité
cytotoxique contre d’autres types de cellules cancéreuses du colon Caco-2, (carcinome du

colon) [29].

D’autres travaux ont montré que le loliolide présente une activité cytotoxique contre
différentes lignées cellulaires cancéreuses telles que les cellules HelLa (carcinome du col de
I'utérus humain) et les MDA-MB231 (cancer mammaire) a une concentration maximale de
416uM, alors qu’il est inactif contre la lignée cellulaire MCF-7 [30]. De méme,
I’isololiolide s'est avéré étre cytotoxique contre différentes lignées cellulaires tumorales et
particulierement les cellules HepG2 (hepatocellular carcinoma cells), tandis qu’aucun effet

cytotoxique n’a été observé dans les fibroblastes humaines MRC-5 et HFF-1 [31].

L’effet cytotoxique de notre extrait pourrait &tre di aux composés HB6 et HB10 et leurs
interactions avec d’autres constituants. Il a été rapporté que 1’activité observée pour un
extrait semble étre due a I’effet du synergisme entre les différents composés contenus dans
cet extrait, et que ce synergisme ne dépend pas uniquement de la concentration des

composés mais aussi de leurs structures chimiques et de leurs interactions [32-33].
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Tableau 111.1.18 : ICso d’extraits de H. bacciferum (mg/ml) et composés purs (mM) dans

des variétés de cellules humaines de cancer.

Lignes de cellules cancéreuses DLD1b
HCT1162 DLD1b
HBM Nac Na
HB12 Na Na
HB14 Na Na
HBC 0,095 + 0,002d 0,062 + 0,005
HB6 0,306 + 0,027 0,395+0,4
HB10 0,325+ 0,015 0,276 £ 0,021

Note:

a- ligne cellulaire du cancer du colon humain.

b- lignée cellulaire d'adénocarcinome colorectal humain.
c- Non actif jusqu'a 1 mg / ml pour les extraits, et 1 mM pour les composés.

d - + écart-type (données de trois expériences en triple).
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Chapitre 111.2

L’espece Lifago dielsii Schweinj &
Muschl

I11.2.1. Discussion des résultats du screening
chimique

Les résultats préliminaires du screening chimique effectué sur deux organes de

I’espéce saharienne L. dielsii sont reportés dans le tableau 111.2.1.

Tableau 111.2.1: résultats globaux de la recherche de groupe de substances dans

deux organes de I’espéce L. dielsii

Groupe chimique Fleurs Tiges
Terpénes - -
Stérols - -
Triterpénes + +++
Saponines + +
Coumarines + +
Flavonoides + +
Leucoanthocyanes - +
Anthocyanes - -
Quinones - -
Tanins galliques + +
Tanins catéchiques + +
Alcalordes + +++

N.B. (+++) : test fortement positif, (+) : test positif, (-) : test négatif
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De ce tableau, nous remarquons que les organes étudiées contiennent aussi bien
des alcaloides, des coumarines, des saponines, des tanins catéchiques, des triterpenes
que des flavonoides en quantité variable. L’analyse de ces résultatspermetde tirer les

constatations suivantes :

— La majorité des groupes chimiques testés sont présent en quantité variable.
— L’absence des terpénes, stérols insaturés, quinones et anthocyanes.
— Une forte présence des alcaloides et des triterpénes dans les tiges.

L’étude du résultat du screening phytochimique de I’espéce étudiée met en évidence
la présence des composés chimiques qui possédent des activités biologiques intéressantes.
Il s’agit des alcaloides qui sont connus par leur activité antiproliférative et antalgique,
ainsi qu’une activité antidiabétique [1]. Cette derniere peut expliquer I’utilisation

traditionnelle de la plante comme antidiabétique par les habitants de la région sud.

La présence des composés polyphénoliques tels que les tanins, considérés comme
de bon remede dans le traitement des maladies respiratoires et la toux [2], les flavonoides
possédent des activités antioxydantes [3], antivirales [4], anti-inflammatoires [5, 3] et

antitumorales [2].

111.2.2. Rendement de 1’extraction

Le calcul du rendement de cette extraction par rapport a la matiere seche est reporté
dans le tableau 111.2.2

Tableau 111.2.2 : Rendement de 1’extraction de Lifago dielsii

Ext CHCIs Ext AcOEt Ext n-BuOH

Rend % 1,16 0,73 2,33

111.2.3. Elucidation structurale des composés isolés

Les produits isolés ont été caractérisés par les méthodes d’analyse spectroscopiques
RMN 1D du proton et du carbone 13, RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC), UV et par

comparaison avec les données de la littérature.
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111.2.3.1. Elucidation structurale du composé LD1

HO

HO

Le composé LD1 se présente sous forme de cristaux jaunes soluble dans le méthanol.
Ce composé de fluorescence noire violette sous la lumiere du Wood (365nm) réagit avec
le réactif de NHs en affichant une coloration jaune terne laissant envisager une structure
de type flavonoide. Le spectre d’absorption UV montre deux maxima a 255 et 360 nm,

caractéristiques des bandes II et I d’un flavonol substitué en 3 [6].

LD1+MeOH
0,170 4 255nm
360 nm
@
[&]
[
[
g 0,05
0
<
0,00 ; . ' . , . ,
250 300 350 400

Longueur d'onde {nm)

Spectre 111.2.1 : Spectre UV du composé LD1 enregistré dans le MeOH

L’examen simultané des spectres RMNH (spectre 111.2.2) et HSQC étalé (Spectre

111.2.3) du composé LD1 permet de tirer les indications suivantes :
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Le signal d’intégration 1H a sy 12,67 ppm est caractéristique du groupement OH de
la position 5 formant une chélation avec le carbonyle du squelette flavonique.

Un singulet large d’intégration1H a oy 7,49 ppm corréle sur le spectre HSQC avec
le carbone a 6c 116,2 ppm, attribuables & H-2' et C-2' respectivement.

Un doublet large (J = 8,4 Hz) d’intégration 1H, indicateur d’un couplage ortho a on
7,63 ppm montre une tache de corrélation sur le spectre HSQC avec le carbone a 6¢
122,4 ppm, attribuable a H-6" et C-6' respectivement.

Un doublet (J = 8,4 Hz) d’intégration 1H, indicateur également d’un couplage ortho
a o1 6,80 ppm montre une tache de corrélation sur le spectre HSQC avec le carbone

a 6c 115,6 ppm, attribuable a H-5" et C-5' respectivement.

La présence de ces trois derniers signaux est en faveur d’un cycle B substitué dans les

positions 3’ et 4'.

LDi1;

—12.657

OH-5

Un singulet d’intégration 1H a dn 6,46 ppm correle sur le spectre HSQC avec le
signal a 6c 94,3 ppm. La valeur du déplacement chimique de ce carbone est
caractéristique du C-8, car ceux du C-3 et C-6 seraient plus élevés, indiquant ainsi
une substitution des carbones 5, 6 et 7 du cycle A.

Un signal d’intégration 3H a 61 3,68 ppm sous forme d’un singulet corréle sur le
spectre HSQC avec le carbone a 8¢ 60,4 ppm, indique la présence d’un groupement
méthoxyle dans la molécule.

|
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Spectre 111.2.2 : Spectre de RMN*H (600 MHz) du composé LD1 dans DMSO-ds
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Spectre 111.2.3 : Spectre HSQC du composé LD1 dans DMSO-ds, étalement

Le spectre HMBC (Spectre 111.2.4) montre des couplages en 2J et 3J entre :

Le proton du groupement OH et les carbones résonant a ¢ 104,3 (C-10), 131,4 (C-
6), 152,7 (C-5).

Le H-8 et les carbones a 6c 104,3 (C-10), 131,4 (C-6), 151,8 (C-9), 158,1 (C-7).
Le H-2’ et les carbones & 8¢ 122,4 (C-6'), 145,4 (C-3"), 148,9 (C-4"), 156,8 (C-2).
Le H-6' et les carbones a d¢c 116,2 (C-2'), 148,9 (C-4"), 156,8 (C-2).

Le H-5' et les carbones a ¢ 121,5 (C-1'), 145,4 (C-3"), 148,9 (C-4").

Les protons du méthoxyle a 6+ 3,68 ppm et le carbone C-6 (6¢c 131,4 ppm). Cette
corrélation explique le déblindage de ce carbone.
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Spectre 111.2.4 : Spectre HMBC du composé LD1 dans DMSO-ds, étalement

Cette premiere analyse permet de proposer la structure partielle suivante (Figure

111.2.1), il s’agit d’un squelette quercétine substitué en position C-6 par un méthoxyle.

Figure 111.2.1 : Structure partielle du composé LD1

Un retour au spectre RMN!H permet de repérer aisément d’autres signaux

caractéristiques d’un hexose reconnaissable par :
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Un signal sous forme d’un doublet (J = 7,8 Hz) d’intégration 1H a én 5,36 ppm
caractéristique du proton anomérique (H-1") d’une entité glycosidique, ce proton
corréle sur le spectre HSQC (Spectre 111.2.6) avec un carbone a 6¢102,1 ppm. Les
valeurs des déplacements chimiques du proton ainsi que celle de son carbone
indique que cette entité est relié a I’aglycone par un pont oxygene. D’apres la valeur
de la constante de couplage (J = 7,8 Hz), cette entité pourrait dériver soit d’un
groupement glucosyle soit d’un groupement galactosyle avec une configuration /8
de la liaison reliant le sucre a 1’aglycone.

Ce proton anomérique H-1"corréle sur le spectre COSY (Spectre 111.2.7) avec le
signal a 61 3,57 ppm (t ; J = 7,2 Hz) attribuable a H-2" (6c 71,4 ppm).

Ce proton H-2" permet la localisation de OH-2" a 6n 5,16 ppm (sl) et de H-3" a 6n
3,42 ppm (dl ; J = 9,6 Hz) (8¢ 73,1 ppm).

Ce dernier montre une premicre tache de corrélation avec le signal a o1 4,91 ppm
(sl) caracteristique du OH-3" et une deuxieéme avec le signal a dn 3,66 ppm.
attribuable H-4" (sl) (6c 68,6 ppm)

Toujours sur le méme spectre, H-4" permet de localiser OH-4" a 61 4,71 ppm (sl)
et montre une corrélation avec le noyau relatif au signal, qui apparait sur le spectre
proton sous forme de singulet large a 6w 3,67 ppm, ce noyau ne peut étre que H-5"
(6¢c 73,3 ppm).

La multiplicité des trois derniers signaux (H-3", H-4", H-5") indique une interaction

de type équatoriale-axiale. Cette observation oriente vers une entité sucre dérivée du

galactose.

Toujours sur le spectre COSY, le proton H-5" méne a ’attribution de H-6"a a on
4,10 ppm (8¢ 63,3 ppm) sous forme d’un doublet de doublet (J = 10,8 ; 4,8 Hz) et
H-6"b a 614,02 ppm (dc 63,3 ppm) sous forme d’un multiplet.
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Spectre 111.2.5 : Spectre de RMN*H (600 MHz) du composé LD1 dans DMSO-ds -
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Spectre 111.2.6 : Spectre de HSQC du composé LD1 dans DMSO-ds, étalement

206



Chapitre III.2 L’espéce Lifago dielsii Schweinj & Muschl

2
& H-4" [
OH-2" OH-4" H-6"d i |
H-1 ) . Hoo
OH-3 H-6"a n| J‘/
Y Y S Y L AM AV AN
A i
) ‘LDcosy .
T HI = 34
.
H-5" HI—_L-"_ g l 35
T 3.8
H6"D s
H-6"a =
| laz
i 4.9
|
| 4.6
OH-4" —
J a8
OH-3" -
_\-1 5.0
j
OH2' — .
H-1" —i 5.4
| 5.8

T T T T T T T T T T T T T T T T
56 55 54 53 52 51 50 449 483 47 448 45 44 43 42 441 40 38 38 37 36 35 34 33 32

Spectre 111.2.7 : Spectre de COSY du composé LD1 dans DMSO-ds, étalement

Un réexamen des spectres RMN*H (Spectre 111.2.8), HSQC (Spectre 111.2.9) et COSY
(Spectre 111.2.10) montre la présence d’autres signaux caractéristiques d’un cycle

aromatique reconnaissable par :

- Unsingulet large d’intégration 1H a oy 6,94 ppm montre une tache de corrélation
sur le spectre HSQC avec le carbone a 6¢ 115,3 ppm.

- Undoublet large (J = 8,4 Hz) d’intégration 1H a dn 6,78 ppm correle, sur le spectre
HSQC avec le carbone a ¢ 121,7 ppm.

- Un doublet (J = 8,4 Hz) d’intégration 1H a o4 6,71 ppm montrant une tache de

corrélation sur le spectre HSQC avec le carbone a d¢ 116,3 ppm.

Les valeurs des déplacements chimiques ainsi que celle des constantes de couplage de
ces trois signaux orientent vers la présence d’un systeme ABX correspondant a un cycle

aromatique trisubstitué.

- deux doublets (J = 15,6 Hz) d’intégration 1H chacun a & 7,30 ppm et 6+ 6,05 ppm,
montrent des taches de corrélation sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 145,7

ppm et le carbone a dc 113,7 ppm respectivement.

La multiplicité et la valeur de la constante de couplage (J = 15,6 Hz) de ces deux

signaux indiquent clairement la présence d’un groupement éthylénique de configuration
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trans. Ceci est confirmé par les taches de corrélations se trouvant sur le spectre COSY
(Spectre 111.2.10).

:
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Spectre 111.2.8 : Spectre de RMN*H (600 MHz) du composé LD1 dans DMSO-ds,

étalement
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Spectre 111.2.9 : Spectre de HSQC du composé LD1 dans DMSO-ds, étalement
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Spectre 111.2.10 : Spectre de COSY du composé LD1 dans DMSO-ds, étalement

A ce niveau, nous disposons d’un cycle aromatique trisubstitué et d’une double liaison
éthylénique de configuration trans. L’analyse du spectre HMBC (Spectre 111.2.11) permet

de repérer les corrélations suivantes :

- Le proton aromatique a oH 6,94 ppm avec le carbone a 6c 121,4 ppm et deux
carbones oxygénés quaternaires a oc 145,8 ppm et dc 148,8 ppm.

- Le proton a dn 6,78 ppm avec ces deux derniers carbones.

Les valeurs du déplacement chimique des deux carbones (6c 145,8 et 148,8 ppm)
indiquent clairement qu'ils sont aromatiques et oxygénés et ne peuvent étre attribués

qu'aux carbones C3" et C4” du cycle aromatique respectivement.

- Le proton éthylénique & 61 7,30 ppm et le carbone du carbonyle d’ester dc 166,6
ppm

- Ce méme proton et les signaux des carbones a d¢c 121,7 et 113,7 ppm attribuables a
C-6" et C-8" respectivement.

- Le proton éthylénique a 6+ 6,05 ppm et le signal a d¢c 125,7 ppm qui ne peut étre

que le carbone quaternaire aromatique (C-1").
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L’ensemble de cette analyse permet de proposer la structure partielle de 1’entité¢ 1

représentée dans la figure 111.2.2, soit une entité cinnamoyle substituée dans les positions

3et4.

/\ Corrélation HMBC

oo . e H-8
Heo H-7 H-2 H_I'jl H-5 H-8"
|
MmN L . N
LD;HMBC
1
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Spectre 111.2.11 : Spectre de HMBC du composé LD1 dans DMSO-ds, étalement
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L’ensemble de ces données et vu I’absence d’autres substituants sur le spectre RMN*H

permet de deduire que les carbones quaternaire oxygénés sont substitués par des

groupements hydroxyles et méne donc la présence dans cette molécule de I’entité reportée

dans la figure 111.2.3, soit un groupement caféoyle [8].
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Figure 111.2.3 : Groupement caféoyle

Par ailleurs sur le spectre HMBC (Spectre 111.2.12), les deux protons du groupement
CH> du galactose montrent une tache de correlation nette avec le carbone du carbonyle C-

9" a d¢c 166,6 ppm. Cette observation permet de placer le groupement caféoyle en C-6".

OH

f“\ Corrélation HMBC

Figure 111.2.4 : Entité 2 présente dans le composé LD1

Le méme spectre montre une tache de corrélation entre le proton anomérique H-1" a
OH 5,36 ppm et un carbone aromatique quaternaire a dc 138,1 ppm. Ce dernier est
attribuable & C-3. Cette observation permet de placer I’entité 2 (Figure 111.2.4) en position
C-3

Figure 111.2.5 : Structure partielle du composé LD1
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Spectre 111.2.12 : Spectre de HMBC du composé LD1 dans DMSO-ds

Une étude complete des spectres étalés de I’expérience HMBC permet d’attribuer les

carbones quaternaires restants comme reporter dans le tableau 111.2.3

L’ensemble de ces données et vu I’absence d’autres substituants sur le spectre RMN*H
permet de déduire que les carbones quaternaire oxygénés sont substitués par des

groupements hydroxyles et méne donc a la structure reportée dans la figure 111.2.6.

HO.

HO

Figure 111.2.6 : Structure finale du composé LD1

L’analyse de ’ensemble de ces données spectrales nous a permis de déduire la structure

du compose LD1, il s’agit de la Patulétine-3-O-$-[6"-O-(E)-caffeoyl]-galactopyranoside.
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Le tableau 111.2.3 rassemble les données spectroscopiques relatives a cette molécule

Tableau I11. 2.3 : Données spectrales RMN du composé LD1

Position dc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en HZ) Corrélations HMBC
2 156,8 -
3 138,1 -
4 178,0 -
5 152,7 -
6 131,4 - -O-CHs
7 158,1 -
8 94,3 6,46 (sl) C-6, C-7,C-9, C-10
9 151,8 -
10 104,3 -
Iy 1215 -
2! 116,2 7,49 (sl) C-2,C-3,C-4', C-6'
3 145,4 -
4’ 148,9 -
5 115,6 6,80 (d; 8,4) C-6', C-3', C-4
6’ 122,4 7,63 (dl; 8,4) C-2,C-2',C-4
Galactose
1” 102,1 5,36 (d; 7,8) C-3
2" 71,4 3,56 (t; 7,2)
3" 73,1 3,42 (d; 9,6)
4" 68,6 3,66 (sl)
5" 73,3 3,67 (sl) C-6"
6"a 63.3 4,10 (dd; 10,8; 4,8) C-9”
6"b ’ 4,02 (m) C-5", C-9”
Caféoyl
1" 125,7 -
2" 115,3 6,94 (sl) C-3", C-4", C-6"
3" 145,8 -
4" 148,8 -
5" 116,3 6,71 (d; 8,4) C-1",C-3",C-4"
6" 1217 6,78 (dl; 8,4) C-2",C-8",C-4"
7" 1457 7,30 (d; 15,6) c-2",C-8",C-9"
8" 113,7 6,05 (d; 15,6) C-17
9" 166,6 -
OH-5 - 12,67 C-6, C-9, C-10
OCHs 60,4 3,68 (s) C-6
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111.2.3.2 Elucidation structurale du composé LD2

OCH,

OH 0 HO

Le composé LD2 se présente sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol.
Ce composé de fluorescence noire violette sous la lumiere du Wood (365nm) réagit avec
le réactif de NHs en affichant une coloration jaune terne laissant envisager une structure
de type flavonoide. Le spectre d’absorption UV montre deux maxima a 255 et 361 nm,
caractéristiques des bandes Il et | d’un flavonol substitué en 3 [6].

0,50 -

255 nm
LD2+MeOH

0,25

Absorbance

0,00 T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450

Longueur d'onde ( nmj)
Spectre 111.2.13 : Spectre UV du composé LD2 enregistré dans le MeOH

Le spectre de RMN®3C (Spectre 111.2.14) montre la présence de vingt-deux atomes de
carbones dans cette molécule et les spectres des expériences DEPT 135 et DEPT 90

(Spectre 111.2.14) permet de les répartir comme suit :

- un groupement méthoxyle a éc 56,4 ppm.

- Un groupement CHz a 6c 60,8 ppm.

- Cing CH aromatiques : ¢ 122,3 ppm, ¢ 115,6 ppm, dc 114,0 ppm, dc 99,2 ppm et
dc 94,1 ppm.
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- Cing CH oxygeénés: éc 102,1 ppm, dc 76,4 ppm, dc 73,5 ppm, éc 71,7 ppm et d¢
68,3 ppm. Les valeurs des déplacements chimique sont caractéristiques des CH
oxygénés d’une entité osidique [7].

- En faisant abstraction de I'ensemble des signaux CHs, CH2 et CH, les dix signaux
restant sont des carbones quaternaires dont un groupement carbonyle a éc 177,8
ppm et le signal a 6c 133,6 ppm caractéristique du carbone 3 d’un flavonol substitué

en cette position [9].

LD2; Dept 90

34 176 183 180 152 144 138 128 120 12 104 96 &8 &0 72 54 56 43 40 32
Chemical Shift (ppm)

T T T T T T T T T T O
&4 176 188 160 152 144 136 128 120 112 104 96 a3 &0 72 84 56 43 40 32
Chemical Shift (ppm)

LD2; EMNI3C

T T T e e e e A T T
a4 178 188 160 152 144 138 128 120 112 104 96 23 a0 72 64 55 43 40 32
Chemical Shift (ppm)

Spectre 111.2.14 : Spectre RMNC et DEPT (150 MHz) du composé LD2 dans DMSO-ds

L’examen simultané des spectres RMN!H (Spectre 111.2.15) et HSQC (Spectre

111.2.16) du composé LD2 permet de tirer les indications suivantes :

- Deux doublets (J =1,8 Hz) d’intégration 1H chacun, le premier résonant a oy 6,42
ppm corréle sur le spectre HSQC avec le signal a dc 94,1 ppm, le second a dn 6,19
ppm correéle sur le spectre HSQC avec le signal a 6c 99,2 ppm attribuable a H-8 (C-
8) et H-6 (C-6) respectivement. La valeur de la constante de couplage (J =1,8 Hz)
indique un couplage méta et du coup une substitution des carbones 5 et 7.
Concernant la position 5, le signal d’intégration 1H a on 12,59 ppm est

caractéristique du proton du groupement OH.
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- Undoublet (J = 1,8 Hz) d’intégration 1H, indicateur d’un couplage méta a 61 8,00
ppm attribuable & H-2'. Ce proton montre, sur le spectre HSQC, une tache de
corrélation avec son carbone a 6c 114,0 ppm (C-2").

- Undoublet de doublet (J = 8,4 ; 1,8 Hz) d’intégration 1H, indicateur d’un couplage
ortho et un couplage méta a 61 7,49 ppm attribuable & H-6'. Ce dernier montre, sur
le spectre HSQC, une tache de corrélation avec le carbone a dc 122,3 ppm
attribuable a C-6'.

- Undoublet (J = 8,4 Hz) d’intégration 1H, indicateur d’un couplage ortho a 6+ 6,88
ppm attribuable a H-5'. Celui-ci correle sur le spectre HSQC avec son carbone a éc
115,6 ppm (C-5").

La présence de ces trois derniers signaux est en faveur d’un cycle B substitué en

positions 3’ et 4.
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. - —r o o = X = v v oo
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Spectre 111.2.15 : Spectre de RMN!H (600 MHz) du composé LD2 dans DMSO-ds
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Spectre 111.2.16 : Spectre HSQC du composé LD2 dans DMSO-ds

En outre, 1’observation d’un signal sur le spectre RMN!H (Spectre 111.2.15)
d’intégration 3H a 1 3,83 ppm sous forme d’un singulet corrélant avec le signal a dc 56,4
ppm sur le spectre HSQC (Spectre 111.2.16), indique la présence d’un groupement
méthoxyle.

L’étude du spectre HMBC (Spectre 111.2.17) montre des corrélations entre :

- Le proton H-6 et les carbones a 6c 94,1 ppm (C-8), 104,4 ppm (C-10), 161,7 ppm
(C-5) et 164,7 ppm (C-7).

- Le proton H-8 et les carbones résonant a 6c 99,2 ppm (C-6), 104,4 ppm (C-10),
156,6 ppm (C-9) et 164,7 ppm (C-7).

- Le proton H-2' et les carbones a 6c 122,3 ppm (C-6'), 147,4 ppm (C-3'), 149,9 ppm
(C-4") et 156,8 ppm (C-2).

- Le proton H-5' et les carbones a dc 121,5 ppm (C-1"), 147,4 ppm (C-3') et 149,9
ppm (C-4".

- Le proton H-6' et les carbones a dc 114,0 ppm (C-2"), 149,9 ppm (C-4') et 156,8
ppm (C-2).

- Les protons du groupement méthoxyle et le carbone a ¢ 147,4 ppm (C-3').
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Spectre 111.2.17 : Spectre HMBC du composé L D2 dans DMSO-ds

A ce stade, nous pouvons formellement identifier cette génine de type flavonol comme

étant I’isorhamnétine dont la structure partielle est reportée dans la figure 111.2.7.

OCH3

OH

HO 0)

OR

HO o)
Figure 111.2.7 : Structure partielle du composé LD2
L’examen simultané du spectre RMNH étalé (Spectre 111.2.18), spectre HSQC

(Spectre 111.2.19) et spectre COSY (Spectre 111.2.20) montre des signaux dans la zone 5,49-

3,34 ppm qui peuvent étre répartis comme suit :

- Un doublet (J = 7,2 Hz) d’intégration 1H a én 5,49 ppm caracteristique du proton

anomérique (H-1") d’une entité glycosidique, ce proton montre sur le spectre
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HSQC, une tache de corrélation avec son carbone a 6¢c 102,05 ppm. Les valeurs des
déplacements chimiques du proton ainsi que celle de son carbone indique que cette
entité est relié a I’aglycone par un pont oxygene. Cette entité pourrait dériver soit
d’un groupement glucosyle soit d’un groupement galactosyle avec une
configuration £ de la liaison reliant le sucre a I’aglycone vu la valeur de la constante
de couplage (J = 7,2 Hz).

Ce proton anomérique H-1" corréle avec le signal a o4 3,56 ppm (dt ; J=9,6; 4,2
Hz) attribuable a H-2" (6¢ 71,69 ppm)

Ce proton H-2" permet la localisation de OH-2" a dn 5,14 ppm (d, J = 4,2 Hz) et H-
3"adén 3,37 ppm (dd ; J=9,0; 4,2 Hz) (6¢ 73,54 ppm)

Ce dernier montre une premiere tache de corrélation avec le signal a 6n 4,84 ppm
(d ; J = 4,8 Hz) caractéristique du OH-3" et une deuxiéme avec le signal a o1 3,66
ppm. attribuable a H-4" (sl) (8¢ 68,39 ppm)

Toujours sur le méme spectre, H-4" permet de localiser OH-4" a 1 4,48 ppm (d ;
J = 3,6 Hz) et montre une corrélation avec le noyau relatif au signal, qui apparait
sur le spectre proton sous forme de singulet large a 6 3,35 ppm, ce noyau ne peut
étre que H-5" (dc 76,37 ppm).

La valeur de la constante de couplage étant tres petite indique une interaction de type

équatoriale-axiale entre ce noyau et son voisin H-4". Cette observation oriente vers une

entité sucre dérivée du galactose.

Toujours sur le spectre COSY, le proton H-5" méne a I’attribution de H-6"a a 6n
3,47 ppm (8¢ 60,76 ppm) sous forme d’un doublet de doublet (J =9,6 ; 4,8 Hz) et
H-6"b a dn 3,34 ppm (6¢ 60,76 ppm) recouvert partiellement par le signal de I’eau

de contamination du DMSO deutéré.
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Spectre 111.2.18 : Spectre de RMN*H (600 MHz) du composé LD2 dans DMSO-ds,

étalement
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Spectre 111.2.19 : Spectre HSQC du composé LD2 dans DMSO-ds, étalement
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Spectre 111.2.20 : Spectre COSY du composé LD2 dans le DMSO-dg, étalement

Par ailleurs, le spectre HMBC (Spectre 111.2.17) montre une tache de corrélation entre
le proton anomérique H-1" et le carbone quaternaire C-3 a ¢ 133,56 ppm, cette corrélation
permet de placer le sucre en cette position.

T

LD2, HMBC

- H-1"/C-3 [
C'E‘ O :ﬂﬂ

N
Spectre 111.2.17 : Spectre HMBC du composé L D2 dans le DMSO-ds
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Par ailleurs, I’analyse de ’ensemble des spectres (RMN !H, *C, COSY, HSQC,
HMBC) ainsi que la comparaison avec la littérature ont permis de faire toutes les
attributions des signaux comme reporter dans le tableau 111.2.3.

Sur la base de ces résultats, la structure du composé LD2 a pu étre établie comme étant
I’isorhamnétine 3-O-f-galactopyranoside (Cacticine) déja isolée dans d’autres espéces

Glycyrrhiza glabra, Gl. uralensis [10], Caragana jubata [11].

OCH;

OH 0 HO

Figure 111.2.8 : Structure finale du composé LD2
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Tableau 111.2.4 : Donnees spectrales RMN du composé LD2.

Positions oc (ppm) o1 (ppm, multiplicité, J en Hz) Corrélations HMBC
2 156,8 -
3 133,6 -
4 177,8 -
5 161,7 -
6 99,2 6,19 (d; 1,8) C-8, C-10,C-5,C-7
7 164,7 .
8 94,1 6,42 (d ; 1,8) C-6, C-10, C-9, C-7
9 156,6 -
10 104,4 -
1 121,5 -
2 114,0 8,00 (d ; 1,8) C-6', C-3', C-4', C-2
3 147,4 -
4 149,9 -
5 115,6 6,88 (d ; 8,4) C-1’, C-3', C-4'
6 122,3 7,49 (dd; 8,4 ;1,8 Hz) C-2', C-4', C-2
Galactose
1" 102,1 5,49 (d ; 7,2) c-3
2" 71,7 3,56 (dt; 9,6 4,2) C-1"
3" 735 3,37 (dd ;9,0 ; 4,2).
4" 68,4 3,66 (sI)
5" 76,4 3,35 (sl)
6"a 508 3,47 (m) C-5"
6"b 3,34 (m) C-5"
OH-5 - 12,59 (s)
OCHs 56,4 3,83 (3H; sl) C-3'
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111.2.3.3 Elucidation structurale du composé LD3

OCH;,

Ce produit se présente sous forme d’une fine poudre jaune intense soluble dans le
méthanol. Ce composé de fluorescence noire violette sous la lumiere du Wood (365nm)
réagit avec le réactif de NHs en affichant une coloration jaune laissant envisager une
structure du type flavonoide. Le spectre d’absorption UV montre deux maxima a 255 et

357 nm, caractéristiques des bandes Il et I d’un flavonol substitué en 3 [6].

LD3+MeOH
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Spectre 111.2.21 : Spectre UV du composé LD3enregistré dans le MeOH

Les spectres de RMNH et 3C (Spectres 111.2.22 et 111.2.23) de ce composé présentent
de fortes similitudes avec ceux du composé LD2. La seule différence c¢’est I’apparition des

signaux caractéristiques d’un rhamnose.

- Un groupement CH anomérique a oc 100,5 ppm
- Un groupement CHz a dc 18,3 ppm, caractéristique du rhamnose [7].
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Spectre 11.2.22 : Spectres RMNC et DEPT (150 MHz) du composé LD3 dans le
DMSO-ds

L’étude simultanée des spectres RMN1H (Spectre 111.2.23) et HSQC (Spectre 111.2.24)

de ce composé LD3 permet de tirer les indications suivantes :

- Deux doublets J =1,8 Hz (couplage méta) d’intégration 1H chacun, le premier
résonant a on 6,41 ppm (dc 94,2 ppm) et le second a dn 6,18 ppm (3¢ 99,2 ppm)
attribuable a H-8 (C-8) et H-6 (C-6) respectivement, indiquant ainsi une substitution
des carbones 5 et 7. Concernant la position 5, cette derniére est hydroxylé déduite
par la présence du signal d’intégration 1H a 64 12,57 ppm caractéristique du proton
du groupement hydroxyle en cette position. Un doublet (J = 1,8 Hz) d’intégration
1H, indicateur d’un couplage méta a én 7,98 ppm (114,0 ppm) attribuable & H-2'
(C-2".

- Undoublet de doublet (J = 8,4 ; 1,8 Hz) d’intégration 1H, indicateur d’un couplage
ortho et un couplage méta a o 7,49 ppm (dc 122,4 ppm) attribuable a H-6' (C-6").

- Undoublet (J = 8,4 Hz) d’intégration 1H, indicateur d’un couplage ortho a 6+ 6,88
ppm (6¢ 115,6 ppm) attribuable a H-5" (C-5").

La présence de ces trois derniers signaux est en faveur d’un cycle B substitué en

positions 3’ et 4'.
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- Un singulet d’intégration 3H a 6H 3,84 ppm (6C 56,37 ppm) indiquant la présence
d’un groupement -OCH3.
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Spectre 11.2.23 : Spectre de RMNH (600 MHz) du composé LD3 dans DMSO-ds
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Spectre 11.2.24 : Spectre HSQC du composé LD3 dans DMSO-ds
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Sur le spectre de HMBC (Spectre 111.2.25), les protons du groupement méthoxyle a
dH 3,84 ppm montrent une tache de corrélation avec le carbone quaternaire a dc 147,42

ppm. Ce carbone ne peut étre, d’aprés la valeur de son déplacement chimique, que C-3'.

-OCHs
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an 75 74 65 6.0 535 5.0 45 44 35 3.0 25 24 15 i4 0.5 0.a

Spectre 11.2.25 : Spectre HMBC du composé LD3 dans DMSO-ds

Les résultats de I’ensemble de cette analyse permettent a ce stade d’identifier cette

génine de type flavonol comme étant I’isorhamnétine comme reportée dans la figure 111.2.9

OCHj

OH

HO o

OR

OH 0]

Figure 111.2.9 : Structure partielle du composé LD3

Un réexamen simultané des spectres RMN®H étalé (Spectre 111.2.26) et HSQC (Spectre
111.2.27) montre :
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- Un doublet (J = 7,8 Hz) d’intégration 1H a on 5,43 ppm caractéristique du proton
anomeérique (H-1") d’une entité glycosidique, ce proton montre sur le spectre
HSQC, une tache de corrélation avec son carbone a dc 102,3 ppm. Les valeurs des
déplacements chimiques du proton ainsi que celle de son carbone indique que cette
entité est reli¢ a I’aglycone par un pont oxygene. Cette entité¢ pourrait dériver soit
d’un groupement glucosyle soit d’un groupement galactosyle avec une
configuration f de la liaison reliant le sucre a 1’aglycone vu la valeur de la constante
de couplage (J = 7,8 Hz).

- Un singulet large d’intégration 1H a on 4,41 ppm caractéristique du proton
anomeérique (H-1") (8¢ 100,5 ppm) d’un deuxiéme sucre relié a I’aglycone ou bien
le sucre par un pont oxygeéne. La multiplicité de ce signal indique la configuration
a du sucre.

- Un doublet (J = 6,0 Hz) d’intégration 3H a 6n 1,04 ppm, caractéristique du
groupement CHsz-6" (¢ 18,31) du rhamnose [7].

LD3; EMNIH
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1 04—~
1 044
102
126

| 20w

Spectre 11.2.26 : Spectre de RMNH (600 MHz) du composé LD3 dans DMSO-ds,

étalement

L’examen approfondi des spectres RMN'H (Spectre 111.2.26), DEPT (Spectre 111.2.22),
HSQC (Spectre 111.2.27), COSY (Spectre 111.2.28) et HMBC (Spectre 111.2.25) a permis

de mettre en évidence la présence des groupements galactopyranosyle et

228



Chapitre III.2 L’espéce Lifago dielsii Schweinj & Muschl

rhamnopyranosyle dans cette molécule en se référant aux valeurs des déplacements
chimiques de leurs atomes de carbone. En effet, grace a I’analyse des corrélations relevées

sur ces spectres, les atomes de carbone de 1’entité galactose résonnent a :

- C-2"adc 71,6 ppm (H-2" a o 3,56 ppm ; d; J=9,0 Hz).

- C-3"adc 73,4 ppm (H-3".a 64 3,42 ppm ;dd ; J=9,0; 1,8 Hz).

- C-4"ad6c 68,4 ppm (H-4" 64 3,61 ppm; sl).

- C-5"adc 74,0 ppm (H-5" a 61 3,59 ppm ; m).

- C-6" adc 65,6 ppm (H-6"a a on 3,58 ppm et H-6"b a 6n 3,28 ppm).
Les cing carbones du rhamnose résonant a :

- C-2"adéc 70,9 ppm (H-2"a 61 3,37 ppm ; m).

- C-3"adc 71,0 ppm (H-3" a 61 3,29 ppm H-3").

- C-4"adc 72,3 ppm (H-4"a 1 3,06 ppm ; t; J = 9,0 Hz).ppm)

- C-5"adc 68,7 ppm (H-5"a 64 3,35 ppm ; m).

- C-6"adc 18,3 ppm (CHs-6" a 6w 1,04 ppm ; d ; J = 6,0 Hz).
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CHs tha
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Spectre 11.2.27 :

Spectre HSQC du composé LD3 dans DMSO-ds, étalement
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Spectre 11.2.28 : Spectre COSY du composé LD3 dans DMSO-ds, étalement

Pour positionner les deux entités du sucre, nous avons examiné le spectre HMBC étalé
(Spectre 111.2.29) ou I’on reléve une tache de corrélation entre le proton anomérique du

galactose H-1" (dn 5,43 ppm) et le carbone C-3 a d¢ 133,53 ppm de I’aglycone.

Le déplacement chimique vers les champs faibles du carbone C-6" du galactose a 6c

65,63 ppm, montre que ce dernier est substitué [12].

Par ailleurs, sur le méme spectre HMBC une corrélation observée entre le proton
anomérique du rhamnose H-1" (dn 4,41 ppm) et le carbone C-6" situé a 6¢c 65,63 ppm
montre que la liaison galactose-rhamnose est 1—6, donc il s’agit du robinobioside

[rhamnosyl-a-(1—6)-4-galactose].
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Spectre 11.2.29 : Spectre HMBC du composé LD3 dans DMSO-ds, étalement

7~ X Corrélation HMBC

OCHj,

Figure 111.2.10 : Structure partielle du composé LD3
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L’analyse combinée des spectres RMN*H et **C J-modulé, COSY, HSQC et HMBC
permet de déterminer les déplacements chimiques de tous les protons et carbones (tableau
111.2.4).

Ces données correspondant avec celles de la littérature, permettent d’identifier le
composé LD3 comme étant  I’isorhamnetine-3-O-f-galactopyranosyl-(1—6)
Rhamnopyranoside (Isorhamnetine-3-O-# —robinobioside) déja isolée dans 1’espéce
Alhagi Kirghisorum [13-15].

Figure 111.2.11 : Structure finale du composé LD3
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Tableau 111.2.5 : Données spectrales RMN du composé LD3.
Positions oc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz) | Corrélations HMBC
2 156,9 -
3 133,5 -
4 177,8 -
5 161,6 -
6 99,2 6,18 (d; 1,8) C-5,C-7,C-8, C-10
7 164,9 -
8 94,2 6,41 (d; 1,8) C-6, C-7,C-9, C-10
9 156,8 -
10 104,3 -
1 1215 -
2! 114,0 7,98 (d; 1,8) C-6',C-3',C-4', C-2
3 147,4 -
4 149,9 -
5 115,6 6,88 (d ; 8,4) C-1', C-3', C-4'
6’ 122,4 7,49 (dd ;8,4 ;1,8 Hz) C-2,C-4,C-2
Galactose
1" 102,3 5,43 (d ; 7,8) c-3
2" 71,6 3,56 (d ; 9,0) C-1"
3" 734 3,42 (dd ;9,0 ; 1,8).
4" 68,4 3,61 (sl) C-2",C-3", C-5"
5" 74,0 3,59 (sl) C-6"
6"a 3,58 (M) C-1",C-3", C-4"
6"b 050 3,28 (M) C-1", C-3", C-4"
Rhamnose
1" 100,5 4,41 ¢l Cc-6", C-2", C-5"
2" 70,9 3,37m c-3”
3" 71,1 3,29 m C-4”
4" 72,3 3,06 (t;9,0) C-3”,C-5", C-6"
5" 68,7 3,35m C-4”
6" 18,3 1,04 (3H;d; 6,0) c-4", C-5"
OH-5 - 12,59
OCHjs 56,37 3,83 (3H;sl) C-3
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111.2.4. Discussion des résultats de 1’activité

antioxydante

Dans le but d’évaluer I’activité antioxydante des différents extraits, ces derniers ont été
soumis, en premier lieu a un dosage spectrophotométrique en vu de quantifier leur contenu

en polyphénols totaux et en flavonoides totaux.

111.2.4.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC) et des
flavonoides totaux (TFC)

La figure 111.2.12 présente le TPC et le TFC de tous les extraits de L. dielsii. Dans cette
figure, I'extrait AcOEt (112,33 + 20,0 mg EAG/g d’extrait) présente un TPC plus élevé
que celui des extraits n-BuOH (81,09 + 19,6 mg EAG/g d’extrait) et MeOH (78,36 + 9,74

mg EAG/g d’extrait). L extrait CHCIs semble étre le moins riche en polyphénols.

De méme et sur la méme figure, I'extrait n-BuOH présente le taux le plus élevé en
flavonoides avec une valeur de TFC de 72,0 2 + 9,21 mg EQ/g d’extrait comparé a I’extrait
AcOEt avec un taux de 42,42 + 2,17 mg EQ/g d’extrait et I’extrait MeOH avec un taux de
29,68 + 4,99 mg EQ/g d’extrait. L'extrait CHCI3 semble, également étre le riche en TFC
indiquant un contenu de 7,98 + 2,24 mg EQ/g d'extrait.
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Figure 111.2.12 : TPC (mg EAG/g d’extrait), TFC (mg EQ/g d’extrait) et pourcentage de
flavonoides (%) d'extraits de L. dielsii.

(Chaque valeur représente une moyenne + écart-type, en triplicata).
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Les résultats obtenus montrent que les polyphénols de I’extrait n-BuOH sont plus
riches en flavonoides (88,81%) que les extraits AcCOEt (37,76%) et MeOH (37,88%). Nos
résultats sont en bon accord avec ceux obtenus par Elgabr et al., (2010) et Oztiirk et al.,
(2009) [16-17].

Les polyphénols sont largement distribués dans le regne végétal et sont les métabolites
secondaires les plus abondants dans les plantes. Nos résultats montrent que les composés
phénoliques et flavonoidiques sont en plus grande proportion dans les extraits polaires et
semi-polaires. Cette différence du contenu phénolique et flavonique entre les différents
extraits résulte de la variation du nombre et du type de substituant ainsi que de leur position
sur le squelette. 1l semble que la polarité des systemes de solvants utilisés dans I'extraction
peut affecter les teneurs en composants phénoliques et flavonoides [18]. La grande
diversité structurelle des composés phénoliques et des flavonoides leur a permis de
posséder de nombreuses activités biologiques telles que leur capacité a piéger les radicaux

libres.

111.2.4.2. Effet de piégeage du radical DPPH

Afin d'évaluer I’activité antioxydante des quatre extraits de L. dielsii, nous avons
adopté la méthode utilisant le transfert d'électrons, cette derniére est basée sur la capacité
de piégeage du DPPH°®. Ce test mesure la capacité d'un antioxydant a réduire un oxydant
qui, une fois réduit, change de couleur de maniere reproductible. Le degré de changement

de couleur du violet au jaune a été corrélé avec le potentiel antioxydant dans les extraits.

La figure 111.2.13 montre clairement que I'extrait ACOEt posseéde I’effet le plus
important comparativement aux autres extraits et cet effet augmente jusqu'a atteindre un
maximum de pourcentage d’inhibition de 78,53% a la concentration de 150 pug/ml. A la
concentration de 200 pg/ml, il n'y a aucune différence significative entre les extraits
AcOEt et n-BuOH. L'extrait CHC1s présente I'effet inhibiteur le plus faible (10,66%) a la

méme concentration.

Il est utile d'estimer la concentration inhibitrice médiane (Clso), parametre largement
utilisé pour mesurer le pouvoir antioxydant, et qui est défini comme étant la concentration
antioxydante necessaire pour réduire la concentration de DPPH par le facteur de deux.
L'antioxydant le plus efficace se caractérise par une faible valeur de Cls et vice versa. Les
valeurs de Clso pour les quatre extraits sont arborées sur la figure 111.2.13. Il est & noter que

I'acide ascorbique utilisé comme standard présente I'effet de piégeage le plus élevé avec
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une valeur de Clsg 21,37+0.29ug/ml. L'ordre d'augmentation des Clso pour les extraits est
ACOEt (47,80+2,20 ng / ml) > n-BuOH (73,31 + 1,02 ug / ml) > MeOH (512,11 + 109,56
pg / ml) (Tableau 111.2.5). L’extrait CHCI3 est doté d’un pouvoir antioxydant tres faible
que celui des autres extraits car, le chloroforme est le moins polaire des solvants utilisés et

donc il est susceptible de contenir les composants les moins polaires.

De nombreux essais, pour expliquer la relation structure-activité de certains phénols
ont été rapportés dans la littérature [19]. Halliwell et Guttridge (1999) ont rapporté que la
puissance dans le processus anti-oxydation résulte d'abord de la capacité d'empécher
I'auto-oxydation des radicaux libres d'oxyder les substrats a faible concentration et ensuite

que le radical résultant du piégeage doit étre stable.
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Figure 111.2.13 : Activités de piégeage DPPH des extraits de L. dielsii et standard.

(Chaque valeur représente une moyenne + écart-type, en triplicata).

111.2.4.3. Inhibition de la LPO induite par le systeme Fe?*/acide
ascorbique

L'oxydation des lipides se produit lorsque I'oxygéne réagit avec les lipides dans une
série de réactions radicalaires en chaine conduisant a des changements chimiques
complexes. L'oxydation des lipides perturbe non seulement la qualité nutritionnelle des

aliments, mais elle est également associée a de nombreuses maladies [20].
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Inhibition (%)
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Figure 111.2.14 : Inhibition de la LPO (%) L. dielsii et standard.

(Chaque valeur représente une moyenne + écart-type, en triplicata)
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La figure 111.2.14, montre qu'a la concentration de 200 pg/ml, lI'extrait ACOEt (63,25 +

0,74%) possede une meilleure inhibition que les extraits n-BuOH (54,25 +1,55%) et CHCl3

(43,11 +. 0,29%). Alors qu’a la concentration de 300 pg/ml, I'extrait AcOEt (80,65 +

0,59%) qui est un bon inhibiteur de la LPO présente le méme effet que le Trolox (81,82 +

0,29 %) utilisé comme standard.

L'augmentation de la LPO est généralement considérée comme une cause sous-jacente

importante de I'inhibition du stress antioxydant. La LPO est considérée comme l'un des

mécanismes de base du tissu endommagé [21]. Nos résultats révelent que les extraits

AcOEt, n-BuOH et MeOH réduisent considérablement les taux de TBARS induits dans

les homogénats hépatiques par le systéme Fe?* / ascorbate avec des valeurs Clso de 113,24
+ 0,65, 143,14 £ 0,77, 184 et 79 + 6,74 respectivement (Tableau 111.2.6).

Tableau 111.2.6 : Valeurs de DPPH et de LPO ICsp des activités antioxydantes de L.

dielsii et des normes (Trolox et acide ascorbique). (Moyenne + écart-type, en triplicata).

. ICs0 (ng/ml)
Extraits et standards PO DPPH

AcOEt 113,24+0,65 47,80+2,20

n-BuOH 143,14+0,77 73,31+1,02
MeOH 184,79+6,74 512,11+109,56
CHCI3; 861,31+77,10 | = ---m--m---

Acide ascorbique | @ --------- 21,37+0,29

Trolox 65,06£3,06 | = ------me--
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L'extrait ACOEt qui a le TPC le plus élevé mais le TFC le plus faible (37,76%) montre
un bon effet d'inhibition de la LPO et également un bon effet de piégeage du DPPH. Cet
effet peut étre expliqué par la présence de type flavonoide qui posséde une structure idéale
pour la décomposition des radicaux. L'extrait n-BuOH qui renferme le TFC le plus élevé
(88,81%) présente plus d'inhibition de la LPO et un effet de piegeage du DPPH que le
MeOH, bien qu'il n'y ait pas de différence entre leur TPC. Il est raisonnable de conclure
que l'activité antioxydante n'est pas liée uniqguement au niveau TPC / TFC mais a la nature

des substituants et de leurs positions sur le squelette phénolique.

111.2.4.4. Conclusion

Le criblage phytochimique réalisé dans cette étude a confirmé la présence de plusieurs
métabolites secondaires chez I’espece Lifago dielsii. Le fractionnement de I'extrait MeOH
en différentes phases (CHCI3z, AcOEt et n-BuOH) a conduit a une distribution intéressante
des taux en polyphénols (TPC) et en flavonoides (TFC). L'extrait n-BuOH fournit plus
d'antioxydant que I’extrait MeOH en dépit de leur contenu comparable de TPC. L'extrait
CHC I3 présente I'effet le plus faible. L'extrait ACOEt qui a le plus haut TPC est le plus
puissant dans l'activité antioxydante. La synergie possible des flavonoides avec d'autres
composés dans l'extrait peut étre responsable de ces propriétés. Les résultats obtenus
indiquent que L. dielsii serait une source alternative prometteuse des composés
phénoligues antioxydants naturels. D'autres travaux de recherche doivent étre réalisés afin

d'isoler les molécules bioactives responsables de leur activite.
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La flore Algérienne est I'une des plus riches au monde et possede de nombreuses
plantes utilisées en médecine traditionnelle. Parmi lesquelles, deux espéces sahariennes

ont fait I’objet de la présente étude phytochimique et biologique.

Les travaux d’extraction, des parties aériennes de 1’espece endémique du Sahara
Algérien Heliotropium bacciferum Forssk. appartenant a la famille Boraginaceae, suivis
de séparations chromatographiques successives (CC, CCM, HPLC semi-préparative),
nous ont permis d’isoler et d’identifier, grace aux techniques d’analyses spectroscopiques
RMN 1D et 2D et par comparaison avec les données de la littérature, dix-sept produits

naturels appartenant a différentes classes chimiques. Il s’agit de :

- Deux stérols.

- Six mégastigmane de type nor-isoprenoides.
- Deux C-11 terpénes lactones.

- Deux monoterpénes, I’un d’eux glucosylé.

- Cinq dérivés phénoliques.

Les deux stérols, loliolide, le blumenol, I’acide rosmarinique et son méthyle ester sont
isolés pour la premiére fois de 1’espéce Heliotropium bacciferum, alors que les autres sont

rapportés pour la premiere fois dans le genre Heliotropium a travers cette étude.

L'extrait methanolique HBM a montré une activité de piégeage des radicaux libres in
vitro significative corrélant ainsi avec la teneur en dérivés polyphénoliques (trois dérivés
phénoliques, 1’acide rosmarinique et son méthyle ester). L'extrait chloroforme HBC était
capable d'inhiber la croissance des lignées cellulaires du cancer du cdlon, principalement
pour la présence des C-11 terpéne lactones (loliolide et I’isololiolide). En conclusion. Cette
étude pourrait fournir un contexte scientifique a l'utilisation de dérivés de H. bacciferum

en tant qu'ingrédients fonctionnels dans la médecine traditionnelle algérienne.

Le criblage phytochimique réaliseé sur les parties aériennes de 1’espéce Lifago dielsii
Schwein. & Musch. (Asteraceae), espece endémique au Sahara Algérien a mis en
évidence la présence de plusieurs métabolites secondaires chez L. dielsii, ainsi 1’étude
phytochimique réalisée sur I’extrait AcOEt a mené a ’isolement de trois composés de type
flavonoides glycosides dont 1’un est nouveau. L’identification de ces composés a été
réalisée grace a 1’analyse des spectres RMN 1D (*H, 13¢, DEPT) et RMN 2D (COSY,
HSQC et HMBC) et par comparaison avec les données de la littérature.
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Le fractionnement de I'extrait de MeOH en différentes phases (CHCIs, AcOEt et n-
BuOH) a conduit a une distribution intéressante de TPC et de TFC. L'extrait n-BuOH
fournit plus d'antioxydants que I’extrait MeOH en dépit de leur contenu comparable de
TPC. L'extrait CHCI3 présente I'effet le plus faible. L'extrait AcCOEt qui a le plus haut TPC
présente ’effet le plus important dans Il'activité antioxydante. La synergie possible des
flavonoides avec d'autres composés dans I'extrait peut étre responsable de ces propriétés.
Les résultats obtenus indiquent que L. dielsii serait une source alternative prometteuse des
composés phénoliques antioxydants naturels. D'autres travaux de recherche doivent étre

réalisés afin d'isoler les molécules bioactives responsables de cette activité.
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Abstract

This work is devoted to the phytochemical and biological study of two endemic Saharan
medicinal plants, Heliotropium bacciferum Forssk. (Boraginaceae) and Lifago dielsii
Schwein. & Musch. (Asteraceae).

This phytochemical study led the isolation and identification of twenty products, seventeen
of which were monoterpenes megastigans and phenolic type, were obtained from the
chloroform and methanol extracts of the aerial parts of Heliotropium bacciferum Forssk.
While three glycosylated flavonoids were obtained from the ethyl acetate extract of the aerial
parts of Lifago dielsii Schwein & Musch. The structures of the isolated products were
elucidated mainly by the use of NMR techniques (*H, $3C, COSY, HSQC and HMBC), UV
spectrophotometry and by comparison with those reported in the literature.

The quantification of the total phenolic content of the MeOH extract of H. bacciferum was
carried out using the Folin-Ciocalteu method. This step showed a polyphenolic content of
68.0 mgGAE/g extract. This extract was evaluated for its antioxidant activity towards the
free radical DPPH and the radical ABTS. The results showed that this extract exhibited a
significant activity and is dependent on the concentration in vitro with respect to the DPPH
radicals (ICso 70.912 pg/ml), and ABTS (ICso 1.466 pug/ml), related to the presence of the
phenolic derivatives.

Both extracts and some isolated products of H. bacciferum were tested for their cytotoxic
effect in human cancer cell lines (HCT-116, DLD1 and HDFa). Only the chloroform extract
showed a significant and concentration-dependent inhibitory effect on the growth of ICso
treated cancer cell lines of 0.095 mg/ml on HCT116 and 0.062 mg/ml on DLD1.

The quantification of total phenols and total flavonoids contents of the CHCI3, EtOAc, n-
BuOH extracts and of the methanol insoluble part (MeOH) of the aerial parts of L. dielsii
was carried out using colometric methods. This study showed a phenolic content more
important in the EtOAc extract. However, total flavonoids content was higher in n-BuOH
extract (88.81%). The antioxidant activity of L. dielsii extracts was evaluated by the DPPH
free radical scavenging and the lipid peroxidation inhibition (LPO) assays. The EtOAc
extract has the strongest effect on DPPH with (ICso = 47.80 + 2.20 pg/ml) and the inhibition
of lipid peroxidation (ICso = 113.24 + 0.65 pg/ml).

Key words: Heliotropium bacciferum, Lifago dielsii, terpenes, nor-isoprenoids, flavonoids,
polyphenols, antioxidant activity, cytotoxic effect.



Résumeé

Ce travail est consacré a I’étude phytochimique et biologique de deux plantes medicinales
saharienne endémiques, Heliotropium bacciferum Forssk. (Boraginaceae) et Lifago dielsii
Schwein. &Musch. (Asteraceae).

Cette étude a permis d’isoler et d’identifier vingt produits dont dix-sept, de type
monoterpenes et mégastigmanes, des extraits chloroforme et méthanol de 1’espéce
Heliotropium bacciferum Forssk. et trois flavonoides glycosides de 1’extrait acétate
d’éthyle de I’espéce Lifago dielsii Schwein. &Musch. Les structures des produits isolés ont
été élucidées principalement par 1’utilisation des techniques de RMN 1D et 2D (*H, 3C,
COSY, HSQC et HMBC), spectrophotométrie UVet par la comparaison avec les données
de la littérature.

La quantification des polyphénols totaux de I’extrait MeOH de H. bacciferum a été réalisée
par la méthode de Folin-Ciocalteu. Cette étape a montré un contenu en polyphénols de 68,0
mMQEAG/g extrait. Cet extrait a été évalué pour son activité antioxydant viv-a-vis du radical
libre DPPH et du radical ABTS. Les résultats montrent que cet extrait présente une activité
significative et dépendante de la concentration in vitro vis-a-vis des radicaux DPPH (IC50
70,912 ng/ml), et ABTS (ICso 1,466 pg/ml), liés a la présence des dérivés du phénol.

Les deux extraits et quelques produits isolés de H. bacciferum ont été testés pour leur effet
de cytotoxicité vis a vis des lignées cellulaires humaine (HCT-116, DLD1 et HDFa). Seul
I’extrait chloroforme a montré un effet inhibiteur significatif et dépendant de la
concentration sur la croissance des lignées de cellules cancéreuses traitées avec des CI50
de 0,095 mg/ ml sur HCT116 et 0,062 mg/ml sur DLD1.

La quantification des polyphénols totaux et des flavonoides totaux des extraits CHClIs,
AcOEt, n-BuOH et de la partie insoluble dans le méthanol (MeOH) des parties aériennes
de L. dielsii a été réalisé par les méthodes colorimétriques. Cette étude a montré un contenu
en polyphénols plus important dans I’extrait AcOEt par rapport aux autres extraits. L’extrait
n-BuOH est plus riche en flavonoides totaux (88,81%). L’activité antioxydant des extraits
de L. dielsii a été évaluée par la méthode du piégeage du radical libre DPPH et celle de
I'inhibition de la peroxydation lipidique (LPO). L'extrait AcOEt présente l'effet le plus
puissant vis-a-vis du radical libre DPPH avec (Clso = 47,80 + 2,20 pg / ml) et I'inhibition
de la peroxydation lipidique (Clsp = 113,24 + 0,65ug / ml).

Mots clés: Heliotropium bacciferum, Lifago dielsii, terpenes, nor-isoprenoides,
flavonoides, polyphénols, activité antioxydante, effet cytotoxique.
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Heliotropium bacciferum (Boraginaceae) is a perennial herb, growing Received 23 November 2017
in the Bechar region of Algeria, where it is traditionally used for ~ Accepted 31 January 2018
skin diseases and tonsillitis. Herein, we report the isolation and
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showed a significant and concentration dependent scavenging
activity in vitro against the radicals DPPH and ABTS, related to the
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1. Introduction

Heliotropium is a large genus of the Boraginaceae family, including approximately 250 species
distributed in tropical and temperate zones worldwide (Ghori et al. 2016), among them
Heliotropium bacciferum (Forssk.) is a perennial herb growing in the Bechar region of Algeria.
Many biological activities, including the antimicrobial and antioxidant effects (Ahmad et al.
2014, 2016) are attributed to the occurrence of bioactive substances, mainly identified as
pyrrolizidine alkaloids (Farrag et al. 1996; Sarg et al. 1997; Rizk et al. 1998). The powdered
leaves of H. bacciferum are locally used for skin diseases such as abscesses, boils and tinea,
while the decoction of the aerial parts is used for tonsillitis (gargle), and the juice is employed
on the skin burns (Hammiche and Maiza 2006). In this paper, we described the isolation and
the structural identification, by spectroscopic and spectrometric techniques, of several com-
pounds, as well as the free radical scavenging activity and cytotoxic effects in cancer cell
lines of extracts and pure compounds from H. bacciferum.

2. Results and discussion

The phytochemical investigation of H. bacciferum chloroform and methanol extracts (HB-C
and HB-M, respectively) led to isolation of a sterol (1), six megastigman type nor-isopre-
noids (2, 3, 4, 6, 8, 10), two C11-terpene lactones (5 and 9), and one monoterpene (7)
from HB-C; monoterpene glucoside (14), and phenolic compounds (11-13, 15, 16) from
HB-M. The compounds (Figure 1) were identified as -sitosterol (1) (Chaturvedula and
Prakash 2012), 3-hydroxy-a-ionone (2) (Khatri et al. 2010), (—)-3-hydroxy-B-ionone (3)
(Fujimori et al. 1974), (+)-dehydrovomifoliol (4) (Park et al. 2011), loliolide (5) (Erosa-Rejon
et al. 2009), (3S, 5R, 6S, 7E)-3,5,6-trihydroxy-7-megastigmen-9-one (6) (Park et al. 2011),
(3R)-8-hydroxylinalool (7) (Chen et al. 2007), 3-oxo-a-ionol (8) (Park et al. 2011), isololiolide
(9) (Vizetto-Duarte et al. 2016), blumenol A (10) (Erosa-Rejon et al. 2009), protocatechual-
dehyde (11) (Amen et al. 2013), tyrosol (12) (Guzman-Lépez et al. 2007), ethyl 3-(3,4-dihy-
droxyphenyl) lactate (13) (Hou et al. 2002), linaloyl B-O-glucopyranoside (14) (Seo et al.
2003), rosmarinic acid (15) (Abedini et al. 2013), and rosmarinic acid methyl ester (16)

Table 1. Free radical-scavenging activity and total phenolic content of H. bacciferum extracts and com-
pounds.

Phenol content (GAE? mg/g extract) DPPH test EC, (ug/mL) TEAC value®
HB-M 68.0+1.1¢ 70912 +1.413¢ 1.466 £ 0.016¢
HB-C - >600 0.012+0.014
11 - 2376 £0.016 1.538 +0.005
12 - 7.560 = 0.029 0.374+0.013
13 - 7.062 £0.011 1.526 +0.010
14 - >600 0.024 = 0.003
15 - 3.162 £ 0.426 1.455+0.013
16 - 6.713+0.019 0.697 £ 0.011
L-ascorbic acid? - 3.282 +0.085 0.834+£0.015
Quercetin - 2.433 +£0.099 3.461+0.011

Notes: HB-M = H. bacciferum methanol extract; HB-C = H. bacciferum chloroform extract.
2Gallic acid equivalent.

bmg/mL for extracts and mM for compounds.

¢Standard deviation (data from three experiments in triplicate).

dPositive control of the test.
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Figure 1. Structures of compounds 1-16 isolated from H. undulatum.

(Abedini et al. 2013) by their NMR and MS data in comparison with those reported in
literature. The isolated compounds, (1), (5), (10), and (15) were previously identified in
Heliotropium species (Erosa-Rejon et al. 2009), rosmarinic acid methyl ester (16) could be
an artifact of the extraction procedure, and the others are begin reported in the genus
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for the first time in our research. Moreover, the (3S, 5R, 6S, 7E)-3,5,6-trihydroxy-7-
megastigmen-9-one (6) and ethyl 3-(3,4-dihydroxyphenyl) lactate (13) are not very com-
mon natural compounds, they were isolated from few botanical species, mainly of
Euphorbiaceae (6) and Lamiaceae (13) families (Bu et al. 2012; Huang et al. 2015). Based
on the classes of isolated secondary metabolites, HB-M and HB-C were tested in vitro for
their free scavenging activity, against the radicals 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
and 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), and for the cytotoxic
effect in human cancer and primary cell lines (HCT-116, DLD1, and HDFa). The polyphe-
nol-rich HB-M (68.0 GAE mg/g extract) showed a significant and concentration dependent
free radical scavenging activity both against DPPH (IC,; 70.912 pg/mL) and ABTS [TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) value of 1.466 mg/mL] for the occurrence of
protocatechualdehyde (11), rosmarinic acid (15) and its methyl ester (16), tyrosol (12)
and the phenylpropanoid (13), showing an IC,, range from 2.376 to 7.560 pg/mL, and
TEAC values from 0.374 to 1.526 mg/mL. The IC,, value of compounds 11 and 15 result
higher or comparable to the used positive controls (a-ascorbic acid and quercetin) in
both tests. As expected, the monoterpene glucoside (14) and the apolar HB-C were not
active as free radical scavengers (IC,; > 600 ug/mL and TEAC value of 0.024 and 0.012 mg/
mL, respectively) (Table 1). The cytotoxic activity of both Heliotropium extracts and some
isolates nor-isoprenoids, such as dihydrovomifoliol and blumenol A, and C11-terpene
lactones, in cancer cell lines was reported (Moongkarndi et al. 2004; Ren et al. 2009). The
antiproliferative activity of H. bacciferum extracts (from 1.000 to 0.025 mg/mL) and pure
compounds (5 and 9 from HB-C, and 12 and 14 from HB-M) from 1.0 to 0.1 mM, was
evaluated in two human tumoral cell lines (colon carcinoma HCT116, and colorectal ade-
nocarcinoma DLD1), and in a normal cell line (Primary Human Dermal Fibroblast, HDFa)
using the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay. HB-M
did not show any cytotoxic effect, in contrast, at the lowest tested concentration (0.025 mg/
mL), after 24 h of treatment, it stimulated the proliferation of both tumor and normal cell
lines. HB-C, on the other hand, showed a significant and concentration-dependent inhib-
itory effect on the growth of the treated cancer cell lines with IC,; of 0.095 mg/mL on
HCT116 and 0.062 mg/mL on DLD1 (Table 2), but not in primary fibroblasts up to 0.100 mg/
mL. Lololide (5) and isololiolide (9), isolated from HB-C, and tested under the same con-
ditions as the extracts, showed IC, ranging from 0.306 to 0.351 mM in HCT116 cells, and
between 0.236 and 0.395 mM in DLD1.

Table 2. IC,, of H. bacciferum extracts (mg/mL) and pure compounds (mM) in human cancer cell lines.

Cancer cell lines

HCT116° DLD1®
HB-M NA< NA
11 NA NA
13 NA NA
HB-C 0.095 +0.002¢ 0.062 +0.005
5 0.306 = 0.027 0.395+04
9 0.325+0.015 0.276 £0.021

Notes: HB-M = H. bacciferum methanol extract; HB-C = H. bacciferum chloroform extract.
2Human colon cancer cell line.

PHuman colorectal adenocarcinoma cell line.

‘Not active up to 1 mg/mL for the extracts, and 1 mM for compounds.

"ICS0 + standard deviation (data from three experiments in triplicate).
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3. Conclusions

Secondary metabolites from different chemical classes (sterols, nor-isoprenoids, monoter-
pens, and phenolic derivatives) were isolated from the aerial parts of H. bacciferum.The polar
extract showed an in vitro free radical-scavenging activity correlated to the content of
polyphenol derivatives (11-13, and 15-16); the chloroform extract was able to inhibit the
growth of colon cancer cell lines, mainly for the presence of the antiproliferative C-11 terpene
lactones (5 and 9). In conclusion, this study could provide a scientific background to the use
of H. bacciferum derivatives as functional ingredients in algerian traditional medicine.

Supplementary material

Experimental details relating to this paper are available online (51-S5).
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Abstract

This study is designed to assess the phytochemical screening of Lifago dielsii Schweinj. & Muschl.,
endemic species localized in the South of Algeria, and to evaluate their potential antioxidant
properties using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH ) radical scavenging and lipid peroxidation
inhibition (LPO; Fe?*/ascorbic acid system) assays. The phytochemical screening of the aerial parts
of L. dlie/sii revealed the presence of triterpenoids, saponins, alkaloids, coumarins, flavonoids and
tannins. Three fractions [chloroform (CHCI3), ethyl acetate (EtOAc), /+butanol (/#BuOH)] obtained
from aqueous-MeOH extraction and the insoluble methanol (MeOH) part in water, were subjected to
a quantitative determination of polyphenols and flavonoids. The antioxidant properties of all extracts
were evaluated. The EtOAc fraction had the highest amount of total phenolic contents (TPC)
compared to MeOH and 7#BuOH) fractions whereas CHCI5 fraction showed the lowest level. The 7+
BuOH fraction was richer in total flavonoids content (TFC) (88.81%) compared to EtOAc (37.76%)
and MeOH extract (37.88%). The CHCI5 fraction exhibited the weakest content of TFC (18.82%).
The antioxidant activity revealed that the EtOAc extract seems to have the most powerful effect on
the DPPH scavenging effect (IC5=47.80 =+ 220 pg/ml) and on LPO inhibition
(IC50=113.24+0.65pg/ml). These results showed that L. dlie/sii would be suggested as a promising
alternative source of the natural anti-oxidative phenolic compounds.

Keywords: Phytochemical screening, phenolic content, flavonoid content, antioxidant activity, Lifago

dlielsii; Asteraceae.

Introduction

The request for new natural antioxidants has greatly increased,
due to the undesirable side effects of synthetic antioxidants and the
potential health advantages of natural ones. Many studies have
established an inverse relationship between intakes of popular
medicinal plants and mortality, from many diseases, which may be
attributed to their antioxidant properties [1]. As one of the most
important plant antioxidant components, phenolic compounds are
widely investigated in many medicinal plants and vegetable. The
beneficial effects of phenolic compounds in human life is attributed
to their antioxidant activity that mainly due to their redox properties
which allow them to act as reducing agents, hydrogen donators
[2]. The genus Lifago is, a monotypic genus, belonging to the
Asteraceae family and representing by only one species: L. dielsii
Schweinj. & Muschl. This species is an endemic schrub to
Westerner Sahara [3]. In South Algeria, the aerial parts of L. die/sii
are used in folk medicine as antidiabetic. To the best of our
knowledge no scientific work on this plant has been performed yet.

As a part of our continuing investigation of medicinal plants of
Algeria [4-8], we report here in our preliminary research concerning

(cc) ETON

the phytochemical screening of the aerial parts of this species.
Different extracts, CHCls, EtOAc and /+BuOH, as well as insoluble
MeOH part in water of the aerial parts of L. die/siiwere subjected to
quantitative determination of polyphenols and flavonoids as well as
an evaluation of the antioxidant properties.

Materials and Methods

Plant material

L. dielsii was collected at the flowering stage in April 2011in
Southern Algeria and authenticated by Mr. Abdelhakem (Director of
forest, Bechar, Algeria) on the basis of Ozenda [3]. A voucher
specimen has been deposited, under N LDC /2011, in the
Herbarium of the VARENBIOMOL unit research, University of
Constantine 1.

Phytochemical screening

Flowers and stems were separated, air-dried and subjected to
qualitative tests in order to characterize several chemical groups
using standard procedures [9-10].

This work is Iic_ensed under a Creative Commons Attribution 3.0 License.
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Preparation of plant extracts

The aerial parts of L. dielsi (2000 g) were macerated with
MeOH/H,0 (80:20 v/v) for 48 h three times. The crude extract was
concentrated at room temp. and diluted with 900 ml H,O. The
remaining aqueous solution was successively extracted with
CHCls, EtOAc and 7+BuOH.

Determination of total phenolic content (TPC)

The amount of total phenolic in all extracts, (CHCI3;, EtOAc and 7+
BuOH) in addition to the insoluble MeOH part in water, was
determined with Folin-Ciocalteu’s reagent [11]. 5 mg of samples or
a standard solution of gallic acid were weighed and dissolved in 5
ml of ethanol. A volume of 0.5 ml of Folin-Ciocalteu’s reagent
(previously diluted 2 fold with distilled water) was added into test
tube containing samples and standard at room temperature for 5
min. 2.5 ml of sodium carbonate (20%) were added and left at
room temperature around 90 minutes. The absorbance of mixture
was evaluated at 765 nm using a UV-Vis spectrophotometer. The
TPC was expressed as gallic acid equivalent (GAE) in mg/g of
extract based on the calibration curve.

Determination of total flavonoid content (TFC)

Total flavonoid content was estimated by the aluminum chloride
(AICI3) method [12]. 5 mg of samples or a standard solution of
quercetin were weighed and dissolved in 5 ml of methanol. To 2 ml
of sample, 2 ml of 2% AICI5 ethanol solution was added. After one
hour, at room temperature, the absorbance was-measured at 430
nm. TFC was calculated as quercetin equivalent in mg/g of extract
(mgQE/g extract) based on the calibration curve.

Antioxidant activity

DPPH scavenging activity

The free radical scavenging activity of the extracts and ascorbic
acid as positive control was determined using the stable radical
DPPH [13] with minor modifications. Briefly, 1 ml of various
concentrations of the extracts was added to 1 ml of freshly
prepared DPPH solution (0.2 mM) in methanol. 60 minutes later,
the absorbance was measured at 517 nm. Results were expressed
as percentage of inhibition of the DPPH radical according to the
following equation:

% ofinhibition=(Abscy AbSey)/(Abscy) x100.

Where Abscy is the absorbance of the control reaction and
Abs.is the absorbance in presence of the extracts.

Inhibition of LPO induced by Fe2t/ascorbic acid system

The reaction mixture containing rat liver homogenate (0.1 ml, 25%
w/v) in Tris-HCI (30 mM), ferrous ammonium sulfate (0.16 mM),
ascorbic acid (0.06 mM) and different concentrations of the extract
in a final volume of 0.5 ml was incubated for 1h at 37 C and the

resulting thiobarbituric reacting substance (TBARS) was measured
at 532 nm [14]. Trolox was used as reference. Results were
calculated, as percentage of inhibition, according to the following
equation:

% ofinhibition=(Abscy AbSey)/(Abscy) x100.

Where Abscy is the absorbance of the control reaction and
Abs.yis the absorbance in presence of the extracts.

Statistical analysis

All assays were estimated in triplicates and results were presented
as means + standard deviation (SD). ICsq value which means the
effective concentration that proved 50% of activity was calculated
for each assay. Statistical comparisons were done with Student’s
test. Differences were considered to be significant at p< 0.05.

Results and discussion

Phytochemical screening
Table1: Phytochemical screening from L. dlelsii(Asteraceae)

Sample
Chemical groups Flowers Stems
Terpenes - -

Sterols
Triterpenes
Saponins

Coumarins
Flavonoids

Leucoanthocyans -
Anthocyans -
Quinones - -
Tannins + +
Alkaloids

+ + + 4+
.

+ + + + o+

Qualitative phytochemical investigation revealed that flowers and
stems contained several phytoconstituents such as triterpenes,
saponins, coumarins, tannins, alkaloids and flavonoids. (Table1).
These bioactive components are naturally occurring in most plant
materials and known to possess interesting biological activity such
as antioxidant, anticarcinogenic, antiviral, antibacterial, antidiabetic,
anti-inflammatory [15-18].

TPC and TFC

TPC and TFC of all L. dliefsii extracts are shown in figure 1 The
EtOAc extract (112.33 + 20.01 mgGAE/g extract) was found to
have the highest TPC compared to n-BuOH (81.09 + 19.67
mgGAE/g extract) and MeOH extracts (78.36 + 9.74 mgGAE/g
extract), whereas CHCI3 had showed the lowest level. While the n-
BuOH extract (72.02 + 9.21 mgQE/g extract) was found to have
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the highest TFC, compared to EtOAc (42.42 + 2.17 mgQE/g
extract) and MeOH extracts (29.68 + 4.99 mgQE/g extract). CHCl3
extract had also the lowest TFC (7.98 + 2.24 mgQE/g extract).

160 100
140 - 88,81 B Polyphenols (mg GAE/g extract) 90
112,33 @ flavonoids (mg QE/g extract) | 80
o 120 % of flavonoids
8 70
% 100
% 60 2
s 8o 50 2
= >
© &
£ 60 4 =
g g
c 30 X
S a0
20
20 10
0 0

n-BuOH EtOAc

CHCI3 MeOH

Figure 1: TPC (mgGAE/qg extract), TFC (mgQE/g extract), and flavonoids percentage (%) of L. dielsiiextracts.

Each value represents a mean+SD (n=3), p<0.05).

The obtained results showed that polyphenols of n-BuOH fraction
were richer in flavonoids (88.81 %) than EtOAc (37.76 %) and
MeOH (37.88%) fractions. Our results are in good agreement with
those obtained by Elgabr & al. (2010) and Oztirk & al. (2009) [19-
20]. Polyphenols are broadly distributed in the plant kingdom and
are the most abundant secondary metabolites found in plants. The
difference in each flavonoid fraction results from the variation in the
number and substitution patterns of the hydroxyl groups of these
groups. This structural diversity allows them to exhibits many
biological activities. The potent antioxidant activity of polyphenols
and flavonoids is their ability to scavenge hydroxyl and lipid peroxy
radicals. The polarity of the solvent systems used in the extraction
could affect the contents of phenolic and flavonoid components
[21]. Consequently, the levels of these components that existed in
the various solvent extract varied significantly. Our results showed
that phenolic and flavonoidic compounds are in greater proportion
in polar and semi-polar fractions.

Antioxidant activity

DPPH scavenging activity

In order to evaluate the antioxidant activities of the four extracts of
L. dielsii we have used electron transfer based on DPPH
scavenging capacity. This assay measure the capacity of an
antioxidant to reduce an oxidant that, when reduced, changed color

reproducibly. The degree of color change from purple to yellow was
correlated with antioxidant potential in extracts.

Figure 2 showed clearly that EtOAc extract was more effective than
all the other extracts, and this effect increased until reaching the
maximum (78.53 %) at 150 pg/ml. At 200 pg/ml there was no
significative difference between EtOAc and 7BuOH. The CHCl;
extract (10.66 %) exhibited the weakest effect.

It is also useful to estimate the median inhibitory concentration
(ICsg), parameter widely used to measure the antioxidant power,
and which is defined as the amount of antioxidant concentration
needed to reduce the DPPH concentration by the factor of two.
Highly effective antioxidant is characterized by low ICg; value and
vice versa. The ICsq values for the four extracts are shown in the
figure 4. It can be observed that the ascorbic acid utilized as
standard exhibited the highest scavenging effect with
21.37+0.29ug/ml ICsq value. The order of increasing ICs for the
extracts was EtOAc (47.80 + 2.20 pg/ml) > n-BuOH (73.31 + 1.02
pg/ml) >MeOH (512.11+ 109.56 pg/ml) (Table 2). Since the polarity
of CHCl3 is much weaker than the other solvents, it may contain
much non polar components. Many attempts to explain the
structure activity relationship of some phenols have been reported
in the literature [22]. Halliwell and Guttridge (1999) reported that
the power in the anti-oxidation process results first from the ability
to prevent the autoxidation of free radical mediates oxidation of the
substrates in low concentration and second that the resulting
radical after scavenging must be stable.
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Figure 2: DPPH scavenging activities of L. dielsii extracts and standard.Each value represents a mean + SD (n=3), p<0.05

Inhibition of LPO induced by Fe2t/ascorbic acid system

that at 200 pg/ml, EtOAc (63.25 =+ 0.74 %) possess better
inhibition than n-BuOH (54.25 + 1.55%) and CHCI3 (43.11 +

Lipid oxidation occurs when oxygen reacts with lipid in a series of 0.29%). At 300 pg/ml, EtOAc (80.65 + 0.59 %) which was better
free radical chain reactions that lead to complex chemical changes. inhibitor of LPO exhibited the same effect as Trolox (81.82 + 0.29
Oxidation of lipids not only disturbs the nutritional quality of food, %)-

but it is also associated with many diseases [23]. Figure 3 showed
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Figure 3: LPO inhibition (%) L. dielsiiand standard. Each value representsa mean + SD (n=3), p<0.05.
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Increased LPO is generally believed to be an important underlying
cause of inhibition of antioxidant stress. LPO is regarded as one of
the basic mechanism of damage tissue [24]. Our results revealed
that EtOAc, /#BuOH, and MeOH extracts notably reduced TBARS

levels induced in liver homogenates by Fe2*/ascorbate system)
with ICsq values 113.24 + 0.65, 143.14 + 0.77, 184 and 79 + 6.74
respectively (Table 2).

Table 2: DPPH and LPO ICg values of antioxidant activities of L. dielsii and standards
(Trolox and Ascorbic Acid). Each value represents a mean + SD (n=3), ,5<0.05.

Extracts and standards LPO DPPH

EtOAc 113.24+0.65 47.80+2.20
n-BuOH 143.14+0.77 73.31+1.02
MeOH 184.79+6.74 512.11+109.56
CHCl, 861.31£77.10 | -
Ascorbicacid | e 21.37+0.29
Trolox 65.06£3.06 | 0 -

The EtOAc extract which had the highest TPC but lower TFC
(37.76 %) exhibited a good LPO inhibition and DPPH scavenging
effect. This effect may be explained by the presence of flavonoid
type which possesses an ideal structure for decomposing radicals.
n-BuOH extract which involves the highest TFC (88.81 %)
exhibited more LPO inhibition and DPPH scavenging effect than
MeOH although the no difference between their TPC. It is
reasonable to conclude that the antioxidant activity is not related
only with TPC/TFC level.

Conclusion

The phytochemical screening of this investigation attested the
presence of several secondary metabolites in L. diefsi. The
fractionation of MeOH extract into different phases (CHCls, EtOAc
and 7BuOH) solvents resulted into an interesting distribution of
TPC and TFC. Some differences in the response of both
antioxidant assays to each are noticed. The 7BuOH extract
provide more antioxidant than MeOH in spite of their comparable
content of TPC. The CHCl; extract exhibited the weakest effect.
The EtOAc extract which had the highest TPC was the most
powerful in antioxidant activity. The possible synergism of
flavonoids with other compounds in the extract may be responsible
for these properties. The obtained results indicated that L. dlelsii
would be a promising alternative source of the natural anti-
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