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Introduction

Introduction

Depuis I’apparition de la vie sur la terre, I’étre humain a développé une relation intelligente
avec son environnement et particuliérement les différentes plantes qui 1’entourent, soit pour Se nourrir,
se protéger ou se soigner. Il a méme parvenu au cours de sa longue histoire a faire la distinction entre
les especes vegétales toxiques, alimentaires, ornementales, ou médicinales. Aujourd’hui, une grande
partie de la population mondiale et surtout dans les pays d’Afrique, d’Amérique latine et d’Asie se

soigne avec des traitements a base de plantes médicinales préconisées et transmis par la tradition.

La flore végétale n’a pas été vraiment explorée, parmi environ 250 000 a 500 000 espéces, un
pourcentage minime de plantes a été étudié sur le plan phytochimique et biologique, et dans la majorité
des cas seulement un screening ou une étude préliminaire ont été effectues (Rates 2001).

L’Algérie, par la diversité de son climat et de ses sols, offre une flore particuliérement riche en
plantes. Ces ressources végétales constituent incontestablement un réservoir riche en substances
biologiquement actives, susceptibles d’étre utilisées a des fins pharmaceutiques, diététiques,

agroalimentaires et cosmétiques.

A cet effet, et vu que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de métabolites
secondaires biologiquement actifs avec une grande diversité structurale, et dans le cadre de développer
des médicaments a base de plantes qui pourraient maintenir et sauvegarder la santé humaine, la
recherche de principes actifs extraits des plantes aromatiques et médicinales (PAM) revét une
importance capitale. Cela inspire [I’industrie pharmaceutique a mener minutieusement des
investigations chimiques et biologiques dans le but d’avoir de nouvelles molécules plus puissantes qui
peuvent étre utilisées contre les maladies récentes lesquelles ont développé une résistance
médicamenteuse. C’est pour cette raison que nous nous sommes intéresses a ce type d’investigation

phytochimique et biologique.

Pour cela, et afin de valoriser la flore locale de la région de Batna, deux plantes ont été choisies
pour une étude chimique et biologique en raison de leur utilisation en médecine traditionnelle. La
premiére plante Atractylis cancellata L. appartient a la famille des Asteraceae, c’est une des plus
grandes familles de plantes a fleurs dans le monde. Les especes Asteraceae sont riches en métabolites
secondaires bioactifs (Dupont et al., 2012). En plus, notre laboratoire a tracé un programme pour une
étude chimique et systématique des plantes du genre Atractylis qui comporte environ 30 especes.

-
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Les plantes déja étudiées sont A. flava (Chabani et al., 2013 et 2016a), A. serratuloides (Chabani et al.,
2016b) et A. humilis (Sifouan et al., 2020). Ces études ont conduit a la caractérisation de nombreux
métabolites secondaires appartenant a diverses classes chimiques a savoir les flavonoides, triterpénes et

saponines.

La deuxiéeme plante étudiée dans le cadre de ce travail est Euphorbia gaditana Coss. Elle
appartient a une des plus grandes familles des angiospermes (famille Euphorbiaceae). Cette derniére est
répartie entre les deux hémisphéres nord et sud du globe a part I’antarctique (Botineau 2010 ; Evans et
Taylor 1983). Le genre Euphorbia constitué d’environ 2 000 espéces, compte une grande diversité de
plantes et différentes classes de métabolites secondaires (diterpenes, triterpénes, flavonoides...etc.),
ainsi une large gamme d’activités biologiques intéressantes comme [’activité antitumorale,
antioxydante, antibactérienne, antivirale, anti-inflammatoire, cytotoxicité, activité trypanocidale ...etc.
(Shi et al., 2008 ; Singla et Pathak 1990 ; Jassbi 2006 ; Benabdelaziz et al., 2018 ; Mouffouk et al.,
2019).

Il est & rappeler que notre laboratoire est distingué en Algérie par I’investigation phytochimique
et biologique des plantes du genre Euphorbia poussant dans la région des Aures et du nord de Sahara,
telles que E. retusa (Haba et al.,, 2009a), E. guyoniana (Haba et al., 2007, 2009b et 2013), E.
bupleuroides (Aichour et al., 2014), E. pterococca (Benabdelaziz et al.,, 2018) et E. atlantica
(Mouffouk et al., 2019). Ces ¢études ont abouti a 1’identification d’un nombre important de métabolites
secondaires dont 15 nouvelles molécules avec différents squelettes diterpéniques et triterpéniques. En
plus, des bioactivités prometteuses sur des extraits et produits purs ont été établies (Benabdelaziz et al.,
2018 ; Mouffouk et al., 2019).

L’¢étude phytochimique a été faite sur la plante entiére A. cancellata et les parties aériennes de
I’espéce E. gaditana, en utilisant les différentes méthodes chromatographiques de separation et de
purification et les méthodes d’analyse spectroscopiques. Cela a permis d’isoler et d’identifier un
nombre considérable de métabolites secondaires des deux especes en question de types alcaloide,
tannin, a-pyrone, flavonoide, acide phenolique et triterpene. Par ailleurs, les extraits organiques et
quelques composés isolés a 1’état pur de la plante A. cancellata ont été examinés pour leur pouvoir
antioxydant et anticholinesterase. D’autre part, les extraits organiques, les fractions ainsi que les
produits purifiés de la deuxieme plante E. gaditana ont été évalués pour leurs capacités antioxydantes

et  anti-tyrosinase.
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Notre travail décrit dans ce manuscrit sera divisé en trois grandes parties :

- La premiére partie est présentée comme un rappel bibliographique sur les plantes étudiées Atractylis
cancellata et Euphorbia gaditana, leurs genres Atractylis et Euphorbia et familles Asteraceae et
Euphorbiaceae, les métabolites secondaires isolés, 1’utilisation en médecine traditionnelle et les

activités biologiques y afférentes.

- La deuxieme partie est consacrée a 1’étude chromatographique et 1’évaluation biologique des deux
plantes A. cancellata et E. gaditana ; ensuite, il est décrit les appareils et les méthodes utilisés, ainsi
que les protocoles expérimentaux suivis lors de la réalisation des activités biologiques antioxydante,

anticholinesterase et anti-tyrosinase.

- La troisieme partie présente I’élucidation structurale des produits isolés (1-49) a partir des deux
espéces étudiées, a I’aide des différentes méthodes spectroscopiques la RMN 1D (*H, 3C, 3C
J-modulé et DEPT) et 2D (COSY, HSQC, HMBC et NOESY), la spectrométrie de masse (HR-ESI-MS
et ESI-MS), 'R, I’UV-Vis, la mesure du pouvoir rotatoire [a]p, I’hydrolyse acide et la comparaison
avec les données de la littérature. Ainsi, les résultats obtenus des activités biologiques réalisées sur les

extraits, fractions et produits purs isolés ont été discutés.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale.

-
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1.1.1. Famille Asteraceae

La famille Asteraceae, dénommée aussi Compositae, représente environ 10% des plantes a
fleurs. Elle comporte entre 24 000 et 30 000 espéces regroupées en 1600 - 1700 genres, et se définit
comme la plus importante famille des Angiospermes (Dupont et al., 2012 ; Funk et al., 2005 ;
Heywood et al., 2007).

1.1.1.1. Distribution géographique

La famille Asteraceae est répandue dans le monde entier sauf les régions de 1’ Antarctique. Elle
se concentre particuliérement dans les zones tempérées. C’est la plus grande famille de plantes a fleurs

dans le monde (Kadereit et Jeffrey 2007).

1.1.1.2. Caracteres botaniques de la famille Asteraceae

Les Asteraceae sont des plantes herbacées, annuelles, bisannuelles ou vivaces, rarement
arbustives a arborescentes. Cette famille se distingue essentiellement par sa structure florale uniforme,
sa grande variété ecologique, son caractére cosmopolite, et son inflorescence en capitule (Figure 1). Le
capitule est formé de fleurs sessiles, serrées en téte sur un réceptacle commun, entourées d'un involucre
de bractées. Cette inflorescence contractée simule une fleur. Le capitule présente un réceptacle entouré
par un involucre de bractées stériles. Les fleurs sessiles s’inserent sur le réceptacle qui peut étre bombé,
plan ou concave, et dépourvu ou non de paillettes (correspondant aux bractées des fleurs), caractere de
détermination. Le calice a perdu son rdle de protection, joué¢ par I’involucre et est réduit. Il peut aussi
constituer I’organe de dissémination sous forme d’une aigrette, c’est-a-dire une couronne de soies
simples ou plumeuses ou d’écailles, appelée chez les Asteraceae pappus. La corolle est constituée de
généralement 5 pétales. Elle peut étre réguliere et on a affaire a des fleurons ou fleurs tubuleuses. Elle
peut étre irréguliere. Le limbe terminant le tube de la corolle peut étre déjete sur le c6té en lame aplatie
a 3 ou 5 dents. On parle de demi-fleurons ou fleurs ligulées. Les étamines, au nombre de 5, sont
soudées a la corolle. Elles sont généralement liées par leurs antheres et sont dites synanthérées. Leurs
antheres liées forment un tube a I’intérieur duquel passe le style. L’ovaire est infére et constitué de 2
carpelles. Le fruit sera 1 akene, surmonté ou non du pappus (Dupont et al., 2012 ; Kadereit et Jeffrey
2007).

-
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Vu la complexité et la diversité de la famille Asteraceae (Figure 1.1), plusieurs classifications

ont été effectuées. Une classification plus précise de cette grande famille a été élaborée aprés de

nombreux travaux de recherches (Bremer et Anderberg 1994).

» r —v“'

Figure 1.1. Plantes a fleurs de la famille Asteraceae
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1.1.2. Genre Atractylis

Le genre Atractylis de la famille Asteraceae comprend environ 30 especes dont 16 poussent en
Afrique du nord (Quezel et Santa 1963). Ces especes sont des plantes tres épineuses, présentant un
aspect de petits chardons, a capitules entourés par des feuilles supérieures (dites feuilles involucrales)
et dont les bractées externes sont elles-mémes épineuses (souvent bordées d’un rang régulier d’épines
bifurquées) ; a chaines velues, surmontées d’une aigrette blanche trés fournie (Figure 1.2). Ce sont des
plantes annuelles, bisannuelles ou vivaces, a racine gréle, tige ramifiée des la base et rameaux trés
étalés et feuillés avec une petite base, molles, peu épineuses. Les feuilles involucrales, a divisions
étroites forment un peigne régulier a dents fines, des bractées portant une longue pointe ; et des fleurs
qui sont purpurines (Ozenda 2004).

Les fleurs du rayon sont stériles et se trouvent sur un rang, parfois transformées en ligules
radiantes ; celles du disque sont hermaphrodites. Le réceptacle est plan, a longues paillettes étroites,
multifides, et concrescentes a la base en un tube trés court. Les akénes sont cylindriques oblongs, a
aigrette de poils 1-2 sériés, libres ou soudés en anneau a la base et plumeux supérieurement (Quezel et
Santa 1963). Localement, les plantes Atractylis sont appelées «Assennane = dents» a cause de leurs

épines.
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Figure 1.2. Plantes du genre Atractylis
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1.1.2.1. Métabolites secondaires du genre Atractylis

Il'y a lieu de signaler que peu de travaux phytochimiques se sont intéressés a I’identification des
métabolites secondaires des especes du genre Atractylis. Ces études ont mené particulierement a

I’isolement et la caractérisation de flavonoides, diterpenes, triterpénes, saponines et acétylénes.

1.1.2.1.1. Flavonoides

Les études des extraits ACOEt et n-BuOH de la plante A. flava (A. carduus), ainsi que les
feuilles d’A. gummifera ont permis 1’isolement et 1’identification de dix-huit flavonoides (1-18) avec

différents squelettes et différentes parties osidiques (Figure 1.3 et Tableau I1.1).

On note I’identification de cinq flavonoides non glycosylés (1-5) (chrysine, apigénine, quercétine,
ladanéine et isorhamnetine), cing autres flavonoides mono-glycosilés (6-10) (isorhamnetine-3-O-
glucuronide, atraflavoside A, orientine, isoorientine et isorhamnétine-3-O-robinobioside) et huit
flavonoides di-glycosilés (11-18) (tiliroside, narcissine, vicenine 3, schaftoside, isoschaftoside,
neocorymboside, vicenine 2 et atraflavoside B). Tous les sucres sont liés a la génine flavonoidique en
positions C-3, C-6, C-7 et/ou C-8, en particulier le glucose, galactose, rhamnose, xylose et arabinose
(Chabani et al., 2013 ; Chabani et al., 2016a ; Chaboud et al., 1988 ; Melek et al., 1992).

)
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Figure 1.3. Structures des flavonoides isolés du genre Atractylis

Tableau I.1. Flavonoides isolés du genre Atractylis

N° Composés Source biologique Références

1 Chrysine Chabani et al., 2013

2 Apigénine

3 Quercétine Chabani et al., 2013

A. flava Melek et al., 1992

4 Ladanéine Chabani et al., 2016a

5 Isorhamnétine Melek et al., 1992

6 Isorhamnétine-3-O-glucuronide

7 Atraflavoside A Chabani et al., 2013

8 Orientine A. gummifera Chaboud et al., 1988

9 Isoorientine

10 | Isorhamnétine-3-O-robinobioside Chabani et al., 2016a

11 Tiliroside Chabani et al., 2013

12 Narcissine A. flava Chabani et al., 2013
Melek et al., 1992

13 Schaftoside Chabani et al., 2013
Melek et al., 1992

14 Isoschaftoside A. gummifera Chaboud et al., 1988

>



Partie | Etude bibliographique Chapitre 1. Présentation du genre Atractylis

15 Neocorymboside

16 Vicenine 3 Chabani et al., 2013
17 Vicenine 2 A. flava Melek et al., 1992
18 Atraflavoside B Chabani et al., 2013

1.1.2.1.2. Diterpénes

Deux diterpenes osidiques nommeés atractyloside (19) et 4-carboxyatractyloside (20) (Figure 1.4
et Tableau 1.2) ont été isolés des racines de la plante toxique A. gummifera. Il est a noter que plusieurs
études biologiques ont été réalisées sur ces composés en mentionnant leur forte toxicité (Riccio et al.,
1973 ; Danieli et al., 1972 ; Chen et al., 2013).

Figure 1.4. Structures des diterpenes isolés du genre Atractylis

Une étude a été faite sur la dégradation de ces toxines (19 et 20) par un traitement hydro-
thermique (décoction), ou I’effet de la chaleur en milieu acide engendre la séparation de la génine de la
partie osidique. Cette génine est 150 fois moins toxique que les diterpénes (19 et 20) (Riccio et al.,
1973 ; Danieli et al., 1972 ; Chen et al., 2013).

Tableau 1.2. Diterpenes isolés du genre Atractylis

N° Composés Source biologique Références
19 Atractyloside A. gummifera Riccio et al., 1973
20 4-CarboxyAtractyloside Danieli et al., 1972

1.1.2.1.3. Triterpénes
Treize composés (21-33) de types triterpenes tétracycliques et pentacycliques ont été isolés des

especes A. flava et A. serratuloides (Figure 1.5).
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Figure 1.5. Structures des triterpénes isolés du genre Atractylis

La moitié des triterpénes isolés sont des dérivés de I’acide oléanolique, et 1’autre moitié se
compose des dérivés de stérol, lupéol et betuline (Tableau 1.3) (Chabani et al., 2016b et 2013 ; Melek et
al., 1989).

Tableau 1.3. Triterpénes isolés du genre Atractylis

Composeés Source Références
biologique

21 Acide 3-acétoxyoléanolique A. serratuloides | Chabani et al., 2016b

22 Acide oléanolique A. serratuloides | Chabani et al., 2016Db
A. flava Chabani et al., 2013

23 Caulophyllogénine A. serratuloides | Chabani et al., 2016Db

24 Hederagénine A. flava

25 Acide 22-hydroxy oléanolique Chabani et al., 2013

26 Lupénone

27 Lupéol acétate A. serratuloides | Chabani et al., 2016b

28 Lupéol
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29 Bétuline A. flava Melek et al., 1989
30 p-sitosterol A. serratuloides | Chabani et al., 2016b
31 Daucostérol A. serratuloides | Chabani et al., 2016b
A. flava Chabani et al., 2013
32 Stigmastérol A. flava Melek et al., 1989
33 Stigmastérol-3-O-glucoside Chabani et al., 2013

1.1.2.1.4. Saponines

L’étude réalisée par Chabani et al. (2016a) sur la plante A. flava a permis I’isolement et
I’identification de plusieurs métabolites secondaires de type flavonoides et triterpénes, ainsi que trois
saponines nouvelles (34-36) dérivées d’acide gypsogenique et 1’acide quillaique a partir de 1’extrait
n-BuOH (Figure 1.6 et Tableau 1.4).

34 R=H, R,=OH (Xyl)
35 R;=OH,R,=H (Ara) 36

Figure 1.6. Structures des triterpénes isolés du genre Atractylis

La partie osidique est représentée par les sucres de type glucose, rhamnose, xylose, arabinose et
acide glucuronique. Ces sucres sont liés a la génine en positions C-3 et C-28 (a I’acide) (Chabani et al.,
2016a).

Tableau 1.4. Saponines isolées du genre Atractylis

N° Composés Source Référence
biologique
34 | Acide 3-O-[5-D-glucuronopyranosyl]-28-O-[5-D- Chabani et al.,
xylopyranosyl-(1-4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1-2)-4-D- A. flava
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xylopyranosyl]-16a-hydroxygypsogénique

35

Acide 3-O-[$-D-glucuronopyranosyl]-28-O-[5-D-
xylopyranosyl-(1-4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1-2)-a-L-
arabinopyranosyl]-16-a-hydroxygypsogénique

A. flava

36

acide 3-O-[4-D-galactopyranosyl-(1-2)-4-D-
glucuronopyranosyl]-28-O-[{ (3-O-acetyl)-p-D-

xylopyranosyl}-(1-4)- { (2-O-acetyl)-a-L-rhamnopyranosyl}-

(1-2)-5-D-xylopyranosyl]-quillaique

2016a

2016a

Chabani et al.,

1.1.2.1.5. Acétylénes

En 1990, une étude phytochimique a été réalisée sur I’extrait éther de pétrole des racines de la

plante A. koreana conduisant a 1’isolement et la caractérisation de six acétylenes (37-42) a chaines

contenant onze et douze carbones hydroxylés ou acétylés (Figure 1.7 et Tableau 1.5) (Pachaly et al.,

1990).

L ———
OR; OR; 37 R;=R,=Ac

38 R;=AC, R,=H
39 R,=H, R,=Ac

3

=

5 [ —
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40: 4E, 6E, 12E
41: 4E, 6Z, 12E
OAc OAc
42

Figure 1.7. Structures des acétylénes isolés du genre Atractylis

Tableau 1.5. Acétylénes isolés du genre Atractylis

N° Composés Source Références
biologique
37 (6E,12E)-tétradéca-6,12-diene-8,10-diyne-1,3-diyl
diacetate A. koreana | Pachaly et al., 1990
38 | (6E, 12E)-3-hydroxytétradeca-6,12-diéne-8,10-diyn-1-
yl acétate
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39 | (6E, 12E)-1-hydroxytétradéca-6,12-dién-8,10-diyn-3-

yl acétate
40 (3E,5E,11E)-trideca-3,5,11-trién-7,9-diyn-1-ol
41 (3E,5Z,11E)-tridéca-3,5, 11-trien-7,9-diyn-1-ol | - koreana | Pachaly etal., 1990

42 (4E, 6E, 12E)-tétradéca-4,6,12-trién-8,10-diyne-1,3-
diyl diacétate

1.1.2.2. Usage en médicine traditionnelle

Les especes du genre Atractylis sont utilisées en médecine traditionnelle pour leurs diverses
propriétés thérapeutiques. L’Afrique du nord présente une diversité florale a plusieurs espéces

appartenant a ce genre. Parmi ces espéces on trouve :

L’espéce Atractylis gummifera L. ou « chardon a glu » en France et « el-heddah » dans les pays
arabes, est tres connue pour sa toxicité, a cause de ces composés atractylosides type diterpéne-osidique
renfermés dans ses racines. Plusieurs cas d’intoxication ont été reportés chez les animaux et les étres
humains particulierement les enfants qui machent les racines de cette espéce, a cause de son jus sucré a
forte odeur. En médecine traditionnelle, elle est employée contre les parasites intestinaux, les ulcéres et
les morsures de serpents. En plus, elle est préconisée sous forme de décoction ou cataplasme pour a ses
effets diurétique, dermatologique, antipyrétique et purgatif, ainsi que pour le traitement de la syphilis.
En médecine vétérinaire, elle est recommandée contre les parasites (Daniele et al., 2005 ; Larrey 1995 ;
Najem et al., 2018 ; Toilabiya et al., 2013 ; Botineau 2010).

Atractylis lancea (Atractylodes lancea (Thunb.) DC.) est utilisée pour traiter les probléemes
gastriques et intestinaux, elle est aussi employée en Chine depuis plusieurs années pour I’amélioration

de la vue et les troubles gastro-intestinaux (Chen et al., 2013 ; Guo et al., 2013).

Les deux plantes Atractylis flava et Atractylis babeli sont préconisées sous forme de décoction
pour leur effet diurétique (EI Rhaffari et Zaid 2002).

Les especes Atractylis serratuloides et Atractylis delicatula sont recommandées pour traiter le

désordre circulatoire ainsi que 1’hépatite (El Rhaffari et Zaid 2002).

-
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1.1.2.3. Activités biologiques

Peu d’investigations biologiques se sont focalisées sur le genre Atractylis. Toutefois, une étude
menee par Guo et al. (2013) sur la plante A. lancea a montré le pouvoir de I’extrait EtOH de provoquer
la mort des cellules et d’inhiber leur prolifération, ce qui pourrait étre bénéfique en cas de cancer. Les
composants majeurs de A. lancea induisent 1’apoptose et réduisent la prolifération des cellules
cancereuses du poumon (Guo et al., 2013).

Les deux extraits AcOEt et MeOH de I’espece A. serratuloides ont été évalués pour leur pouvoir
antioxydant en utilisant les méthodes de piégeage du radical ABTS et DPPH. Ces deux extraits ont

montré une forte inhibition de ces radicaux libres par rapport au standard BHT (Bouaziz et al., 2009).

Les travaux in-vivo des deux équipes Melakhessou et al. (2018) et Melek et al. (1992) sur
I’espéce A. flava, ont montré que son extrait MeOH présente un pouvoir anti-inflammatoire et

antipyrétique important.

Une étude pharmacologique effectuée sur les extraits hexanique et méthanolique des parties
aériennes de la plante A. carduus (A. flava) poussant en Egypte a révélé une activité antibactérienne
remarquable. En effet, cette investigation a montré que ces extraits possédent un effet sur les bactéries
Gram positif (staphylococcus aureus et bacillus cereus) et Gram négatif (klepsiella pneumonia) (Abdel
Rahman et al., 2011).

Les extraits de la plante A. babelii obtenus par deux méthodes d’extraction ont montré une

bonne activité antioxydante (Boudebaz et al., 2015).

Les extraits hexanique, ACOEt, MeOH et H>O des partie aériennes de la plante A. serratuloides
poussant en Tunisie ont fait I’objet d’une étude antibactérienne indiquant que I’extrait AcOEt est le
plus actif vis-a-vis des bactéries pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et salmonella enterica
(Bouaziz et al., 2009).

1.1.3. Atractylis cancellata L.

1.1.3.1. Description

L’espéce Atractylis cancellata L. est rencontrée dans la région meéditerranéenne et ne dépasse
pas au sud et la zone pré-désertique (Figure 1.9). C’est une petite plante annuelle herbacée de 3-25 cm a

racine gréle. Les bractées de I’involucre supplémentaire sont égales ou dépassent le capitule, écartées et
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trés laches. L’involucre proprement dit a bractées ovales-lancéolées, apiculées mais inermes et fleurs

purpurines, est uni ou multicaule (Figure 1.8).
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Figure 1.8. Atractylis cancellata L.

Les fleurs intérieures sont courtes, toutes tubuleuses et hermaphrodites. Les graines sont
couvertes d’une laine rousse. Les feuilles sont lancéolées ou linéaires, incisées-dentées, ciliées-
spinuleuses et a dents se terminant en épine faible. Les capitules solitaires sont ovoides ou
subglobuleux. Les akénes périphériques sont avortés. En Algérie, on la retrouve dans les foréts, les
paturages, et les champs. La population rurale I’appelle « Nedjemma = étoile ». La floraison de

I’espéce A. cancellata commence le mois de mai jusqu’a juillet (Ozenda 2004, Quezel et Santa 1963).
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Figure 1.9. Distribution de I’espéce Atractylis cancellata L. [1]
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1.1.3.2. Classification botanique

L’espéce Atractylis cancellata L. est classée comme suit (Tableau 1.6) (Quezel et Santa 1963):

Tableau 1.6. Classification botanique de ’espéce Atractylis cancellata L.

Régne Plantae
Classe Magnoliopsida
Ordre Asteridae
Famille Asteraceae
Tribu Cardueae
Sous-tribu Carlininea
Genre Atractylis L.
Espéce Atractylis cancellata L.

1.1.3.3. Usage traditionnel

La plante Atractylis cancellata L. occupant une importante place en médecine traditionnelle,

elle est utilisée dans les pays d’Afrique du nord sous forme de friction ou cataplasme pour traiter les

affections dermatologiques. En usage interne, la décoction des racines est recommandée comme

purgatif (Bammou et al., 2015 ; Najem et al., 2018).

&
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1.2.1. Famille Euphorbiaceae

La famille Euphorbiaceae, famille de plantes a fleurs de type euphorbe d’ou vient la
dénomination famille d’Euphorbe, est I’une des plus grandes familles des angiospermes contenant
environ 8 000 espéces reparties en 310 genres. Les genres les plus larges de cette famille sont le genre
Euphorbia avec environ 2000 especes, Croton avec environ 750 especes, Phyllanthus avec 600
espéces, Acalypha de 400 espéces, Glochidon de 300 especes, Macaranga avec 280 espéces, Jatropha
de 175 espéces, Antidesma qui comporte 170 especes, Tragia et Manihot avec 100 espéces chacun
(Botineau 2010). Beaucoup d’espéces de cette famille produisent des diterpénes toxiques (Evans et
Taylor 1983).

1.2.1.1. Distribution géographique

La famille Euphorbiaceae est présente dans les deux hémisphéres du globe sauf 1’ Antarctique.
De nombreuses especes sont de mauvaises herbes, elles envahissent les terres cultivées en tant que
croissance secondaire et se considerent comme nocifs pour la santé des humains et du bétail en

paturage (Evans et Taylor 1983).

1.2.1.2. Caracteres botaniques de la famille Euphorbiaceae

La famille Euphorbiaceae est tres hétérogene et comporte une grande diversité au niveau de
’appareil végétal. On rencontre des arbres comme le genre Hevea, des arbustes, des lianes, des plantes
succulentes et des cactiformes qui s’adaptent a la sécheresse au niveau des régions tropicales, des
herbes vivaces (comme la Mercuriale des bois) ou des herbes annuelles (comme la Mercuriale des

jardins) voire méme des herbes flottantes (Figure 1.10) (Botineau 2010 ; Dupont et al., 2012).

Le feuillage est également plus varié, le plus souvent simple, entier et alterne. Les feuilles
peuvent étre aussi composees, palmees comme chez le Manioc; entieres mais plus ou moins
découpées, souvent palmées (Ricin) et parfois opposées comme chez les Mercuriales (Dupont et al.,
2012). Pour la majorité des genres, la famille peut étre reconnue par les fleurs unisexuées sous forme
de disque. Les inflorescences sont trés variées : grappes, épis, panicules cymeuses, qu’on le retrouve
surtout dans le genre Euphorbia. Ce dernier est constitué d’un type d’inflorescence trés spéciale, le
cyathium. Les fleurs sont unisexuees a périanthe présent ou nul, monoiques ou dioiques. Les fleurs
males a plusieurs étamines sont libres, soudées ou ramifiées, tandis que les fleurs femelles a 3 carpelles

uniovulés sont de style bifide ou plumeux. Les fruits secs comportent 3 coques et les graines sont

B
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pourvues d’une caroncule. 1l est a signaler que le latex est présent dans de nombreux genres (Quezel et
Santa 1963, Webster 1967).

La famille Euphorbiaceae est vaste et variée et comporte plusieurs espéces trés connues et
employeée dans plusieurs domaines économiques, ornementales, alimentaires .... A titre d’exemples, les
hévéa originaires du Brésil, cultivés dans plusieurs régions tropicales d’Afrique, sont considérés

comme la source la plus importante de caoutchouc naturel.

La plupart des populations africaines des régions forestiéres se nourrissent du tapioca qui vient
des tubercules de manioc. Les graines du ricin (Ricinus communis L.) renferment une grande quantité
de lipides a base de 1’acide ricinoléique (un acide gras saturé), I’huile obtenue par la pression a froid de
ces graines est préconisée pour 1’éclairage dans les civilisations antiques, aussi employée comme
laxatif et purgatif. Les poinsettia sont utilisées comme Euphorbes décoratives (Dupont et al., 2012 ;
Botineau 2010).

De nombreuses tentatives ont été faites pour classer cette famille, on prend par exemple la
classification qui divise la famille en quatre sous-familles en fonction de paramétres morphologiques :
Phyllanthoideae, Crotonoideae, Poranteroideae et Ricinocarpoideae.

Les diterpénes favorisant les tumeurs et pro-inflammatoires ont été obtenus a partir de la sous-famille
Crotonoideae. Cette sous-famille a été divisée en deux tribus connues sous le nom de Crotoneae et
d’Euphorbieae. La tribu Euphorbieae se caractérise par une inflorescence sous forme de cyathium et a
récemment été subdivisée en trois sous-tribus, Pimelodendrinae, Hippomanae et Euphorbiinae. La
sous-tribu  Euphorbiinae contient les genres produisant du diterpéne comme Euphorbia et

Elaeophorbia, avec Pedilanthus et Synadenium (Evans et Taylor 1983).

<
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Figure 1.10. Quelques plantes de la famille Euphorbiaceae

1.2.2. Genre Euphorbia

Le genre Euphorbia est le plus grand genre de la famille Euphorbiaceae, comprenant environ
2000 espéces (Shi et al., 2008), dont au minimum 40 espéces en Algérie (Quezel et Santa 1963). I
comprend une vaste et diverse gamme de plantes (Figure 1.11), caractérisées par la présence d’un latex
irritant riche en composeés bioactifs constitués des unités isoprénoides. Les diterpénoides constituant la
majorité des composants chimiques du genre Euphorbia avec de nombreux squelettes de base tels que
jatrophane, lathyrane, tigliane, ingénane, myrsinol ..... sont connus par leur irritation en contact avec la

peau, ainsi par leur promotion des tumeurs. Les alcools triterpéniques tétracycliques de types
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cycloartane, euphane, lanostane..., trouvés dans le latex ont été utilisés comme marqueurs chimio-
taxonomiques du genre (tels que a-euphol et a-euphorbol). De plus, des sesquiterpénoides, des
phloracétophénones, des cérébrosides, des glycérols, des flavonoides et des stéroides ont également été
obtenus a partlr des plantes du genre Euphorbla (Shl et al., 2008 ; Singla et Pathak 1990 ; Jasshi 2006 )
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Figure 1.11. Quelques plantes du genre Euphorbia

Les especes du genre Euphorbia sont des herbacées (vivaces ou annuelles) ou arbustes, qui
contiennent un latex sous forme d’un lait blanc qui leur a valu cet ancien surnom de « tithymale » (ce
qui signifie « tendre mamelle »), ce latex peut étre un purgatif violent et irritant pour la peau (Botineau
2010).

Les feuilles sont simples et rarement stipulées. Les fleurs sont unisexuées, groupées en
inflorescence complexe (cyathes) et disposées en ombelles feuillées. Le cyathe est constitué par une
fleur femelle centrale et 5 cymes exigués de fleurs males, réduites en général a une étamine, le tout
enveloppé dans un involucre cupuliforme a 4-5 lobes présentant dans les sinus une glande charnue de

s
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forme variable. Les inflorescences males et femelles sont portées sur le méme pied. Les carpelles sont
soudés en ovaire supére a 3 loges uniovulées. Le style est bifide, capsule tricoque, trés généralement
déhiscente.

La détermination de certaines especes algeriennes d’Euphorbes est tres délicate et nécessite
I’examen de la capsule et des graines a un assez fort grossissement (Quezel et Santa 1963 ; Botineau
2010 ; Shu et al., 2008).

La plante Euphorbia myrsinites L. connue de I’Italie jusqu’a la Turquie, est citée comme une
plante dangereuse. Le contact de cette plante avec la peau induit des cloques et cedémes. Des troubles
oculaires peuvent étre engendrés par le contact du latex de quelques Euphorbes cactiformes avec la
muqueuse ophtalmique comme Euphorbia lactea Haw., Euphorbia royleana Boiss. ou Euphorbia
tirucalli L. (Botineau 2010).

1.2.2.1. Métabolites secondaires du genre Euphorbia

Les parties recherchées des espéces Euphorbia comprennent les racines, les graines, le latex, les
tubes lactiféeres, les feuilles et les plantes entieres (Shi et al., 2008). Par ailleurs, il est déja mentionné
que les espéces du genre Euphorbia sont particulierement riches en diterpénes, triterpenes et
flavonoides. On cite ci-dessous quelques exemples de métabolites secondaires isolés a partir des

plantes Euphorbia.

1.2.2.1.1. Sesquiterpénes

En 1997, I’extrait acétone de la plante entiére Euphorbia wangii a fait 1’objet d’une étude
phytochimique par I’équipe de Shi et al. (1997). Cette étude a abouti a I’isolement et I’identification de
sept sesquiterpénes (43-49), dont six sont des dérivés du trans-caryophyllene, et un clovandiol (Figure
1.12 et Tableau 1.7).

fhhuee? I CH,OR

43 46 R=H 48 49

Figure 1.12. Structures des sesquiterpénes isolés du genre Euphorbia

*
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Tableau 1.7. Sesquiterpénes isolés du genre Euphorbia

47 14-acétoxy-44,50,-6poxy-4,5-
dihydrocaryophyllene

48 p-Caryophyllene

49 Clovandiol

N° Composés Source biologique Réference
43 Cyclocaryophyll-4-en-8-ol
44 Euphanginol
45 Euphanginol acétate
46 14-hydroxy-4f,5a,-époxy-4,5-
dihydrocaryophyllene E. Wangii Shi et al., 1997

1.2.2.1.2. Diterpenes

Nombreux diterpenes (50-77) ont été isolés durant ces dernieres décennies, a partir des especes

Euphorbia soit a partir d’une partie de la plante, de la plante entiere ou surtout du latex. On remarque la

présence de plusieurs squelettes diterpéniques a savoir abiétane, tigliane, kauréne, atisane, pepluane,

lathyrane, myrsinane, premyrsinane, ingenanse, et surtout le squelette jatrophane qui caractérise la

famille Euphorbiaceae. La recherche documentaire montre que plusieurs molécules diterpéniques a

squelette jatrophane sont substituées par des groupements acétyle, benzoyle, isobutyryle, butanoyl,

tigloyl, nicotinoyl et angeloyl (Figure 1.13 et Tableau 1.8).

X




Partie I. Etude bibliographique Chapitre 2. Présentation du genre Euphorbia

63 R,=R,=OH
64 R,=0Bz R,=R,=OH

R,=OBz

65 R,=OH R,=OAc R;=OBz
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_ 77 OiBu OAc OAc

Figure 1.13. Structures des diterpenes isolés du genre Euphorbia

Tableau 1.8. Diterpenes isolés du genre Euphorbia

N° Composés Source Références
biologique

50 Retusolide A E.retusa | Habaetal.,
51 Retusolide E 2009a
52 11,16-epoxy-ent-abieta-8,11,15-triéne-13,14-dione Haba et al.,
53 11-hydroxy-ent-abieta-8,11,13-trién-15-one E. 2009b
54 Ent-abieta-8,11,13-trién-16-ol guyoniana | Haba et al.,
55 Ent-abieta-8,11,13-trién-11,16-diol 2013

56 Ebractéolata A E. Yuan et al.,
57 Ebractéolata B ebracteolata 2016

58 Ent-16-a,17-dihydroxyatisan-3-one E. stracheyi | Liuetal.,
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59 Ent-(16R)-16,17-dihydroxykauran-3-one 2019
60 (2S,3S,4R,5R,6R,8R,I1R,13S,14S,15R, 16R)-5,8,15-
triacétoxy-3-benzoyloxy-11,16-dihydroxy-9-oxopepluane E. peplus Hua etal.
61 (2S,3S,4R,5R,6R,8R,9R,I1R,13S,14S,15R,16R)-5,8,9,15- 2017
tétra-acétoxy-3-benzoyloxy-11,16-dihydroxypepluane
62 4,12-dideoxy(4a)phorbol-13-hexadecanoate E. Haba et al.,
guyoniana 2007
63 5-0O-benzoyl-3-p-hydroxy-20-déoxyingenol
64 3-0-benzoyl-3-B-hydroxy-20-déoxyingénol E. kansui Peng etal.,
65 4-acétoxy-5-O-benzoyl-3-p-hydroxy-20-déoxyingénol 2012
66 Jolkinol A E. stracheyi | Liuetal.,
67 Jolkinol A’ 2019
68 3,5,13,17-tétra-acétoxy-7-0O-benzoyl-15-hydroxymyrsinol E. decipiens | Ahmad et
69 3,5,13,17-tetra-acétoxy-7-O-butanoyl-13-hydroxymyrsinol al., 2005
70 Ebracteolata C E. Yuan et al.,
ebracteolata 2016
71 (2S,3S,4S,5R,7R,9R,I13R,15R)-3,5,7,15- tetra-acétoxy-9-
nicotinoyloxy-14-oxojatropha-6(17),11-diéne
72 (2R,3R,4S,5R,7S,8S,9S,13S,15R)-2,5,8-tri-acétoxy-3-
benzoyloxy-15-hydroxy-7-isobutanoyloxy-9-nicotinoyloxy-
14-oxojatropha-6(17),11E-diéne
73 (2R,3R,4S,5R,7S,8S,9S,13S,14S,15R)-2,5,7,8,9, 14-hexa-
acétoxy-3-benzoyloxy-15-hydroxyjatropha-6(17),11E-diéne E. peplus Hua et al.
74 Pepluanin A 2017
75 | (2R,3R,4S,5R,7S,8S,9S,13S,14S,15R)-2,5,9,14-tétra-acétoxy-
3-benzoyloxy-8,15-dihydroxy-7-isobutyroyloxyjatropha-
6(17),11E-diéne
76 (2R,3R,4S,5R,7S,8S,9S,13S,14S,15R)- 2,5,14-
tri-acétoxy-3-benzoyloxy-8,15-dihydroxy-7-isobutyroyloxy-9-
nicotinoyloxyjatropha-6(17),11E-diéne

]
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77 (2R,3R,4S,5R,7S,8S,9S,13S,14S,15R)-2,5,8,9,14- penta-
acétoxy-3-benzoyloxy-15-hydroxy-7-isobutyroyloxyjatropha-
6(17),11E-diene

1.2.2.1.3. Triterpénes

Les triterpenes représentent la deuxieme classe de métabolites secondaires produite par les
plantes Euphorbia sous forme de plusieurs squelettes (78-104) : cycloartane, euphane, lanostane,

tirucallane kansenane, lupane, taraxerane, friedelane, taraxastane, oleanane, ursane...etc (Figure 1.14 et

Tableau 1.9).
0 H
PN i i
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100

103

104

Figure 1.14. Structures des triterpénes isolés du genre Euphorbia

Tableau 1.9. Triterpénes isolés du genre Euphorbia

N° Composés Source Références
biologique

78 Formate de 24-méthylenecycloartanyl E. retusa Haba et al., 2009a

79 24-Méthylénecycloartanyl 2'E,4'E-decadienoate

80 24-méthylénecycloartane-3,28-diol E. guyoniana | Haba et al., 2007

81 3-benzoyloxy-5,15-diacétoxy-

9,14-dioxojatropha-6(17),11-diéne

82 cycloartenyl-2'E,4'E-décadienoate E. pterococca | Benabdelaziz et

83 cycloartenyl-2'E,4'Z-decadienoate al., 2018

84 25-hydro-peroxycycloart-3b-ol E. Aichour et al.,

85 | 3p,7p-dihydroxy-4a,14a-diméthyl-85,94-epoxy-5a- bupleuroides 2014

ergosta-24(28)-éne

86 3 -hydroxycycloart-25-en-24-hydroperoxyde E. atlantica Mouffouk et al.,
2019

87 Taraxérol

88 Taraxérol acétate

89 Taraxerone

90 p-taraxastane-3,20-diol E. hirta Lietal, 2015

91 Friedéline

<
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92 Friedélan-3-4-ol

93 28-hydroxyfriedéline

94 Friedélane-3-4-29-diol

95 a-amyrine

96 Acide oléanolique

97 p-amyrine E. kansui Peng et al., 2012
98 Acide ursolique

99 Euphol

100 Kansenone

101 Epi-kansenone E. kansui Wang et al., 2003
102 Kansenonol

103 11-oxo-kansenonol

104 Kansenol

1.2.2.1.4. Flavonoides

Les flavonoides sont présents dans les plantes du genre Euphorbia, la plupart d’eux sont des

flavonoides dérives de kaempférol et quercétine avec des substituants mono ou di-osidiques en général

en position C-3 (Figure 1.15 et Tableau 1.10). Les sucres sont représentés par le glucose, le rhamnose,

I’acide glucuronique et rarement le galactose. En plus, des substituants phénoliques sont présents

comme 1’acide gallique et 1’acide para-coumarique.

On remarque 1’omniprésence de quelques flavonoides dans plusieurs plantes du genre Euphorbia

comme

kaempferol-3-O-glucuronide,

quercétine-3-O-rhamnoside... (105-126).

quercétine-3-O-glucuronide, quercétine-3-O-glucoside,

5]
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Figure 1.15. Structures des flavonoides isolés du genre Euphorbia
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Tableau 1.10. Flavonoides isolés du genre Euphorbia

N° Composés Source Références
biologique
105 Naringénine E. Zhang et Guo
helioscopia 2006
106 (2S)-7-hydroxy-5-méthoxy-6,8-diméthylflavanone E. kansui Peng et al.,
2012
107 Glabrone E. Zhang et Guo
helioscopia 2006
108 (-)-gallocatéchine E. Aichour et al.,
bupleuroides 2014
109 Kaempférol E. Boudiar et al.,
guyoniana 2010
110 Quercétine E. Boudiar et al.,
guyoniana, 2010,
E. lunulata Nishimura
et al., 2005
111 | 2-(3,4-dihydroxy-5-méthoxyphényl)-3,5-dihydroxy-6,7- | E. neriifolia Sharma et
diméthoxychromeén-4-one Janmeda 2017
112 Kaempférol-3-O-glucoside E. Boudiar et al.,
guyoniana 2010
113 Kaempférol-3-O-glucuronide E. retusa, Nabiel et al.,
E. sanctae- 1985
catharinae
114 Hypérine E. lunulata | Nishimura et
al., 2005
115 Quercétine-3-O-rhamnoside E. retusa, E. | Nabiel etal.,
hirta 1985. Manjur
E. atlantica | etal., 2015.
Mouffouk et
al., 2019
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116 Quercétine-3-O-glucoside E. Boudiar et al.,
guyoniana, | 2010. Nabiel
E. retusa etal., 1985
117 Quercétine-3-O-glucuronide E. retusa, E. | Nabiel etal.,
sanctae- 1985
catharinae
118 5,7-dimethoxyquercétine-3-O-rhamnoside E. hirta Manjur et al.,
119 Hirtaflavonoside B 2015
120 Quercétine 3-0O-(2"-galloyl)-s-D-galactopyranoside E. lunulata | Nishimura et
al., 2005
121 Kaempférol-3-O-rutinoside E. Boudiar et al.,
guyoniana 2010
122 Quercétine-3-O-rutinoside E. Boudiar et al.,
guyoniana, | 2010. Nabiel
E. retusa etal., 1985
123 Kaempférol-3-O-glucuronide-7-O-glucoside E. sanctae-
catharinae | Nabiel et al.,
124 Quercétine-3-O-glucuronide-7-O-glucoside E. retusa, E. 1985
sanctae-
catharinae
125 | Quercetine 3-O-(2",3"-digalloyl)-f-D-galactopyranoside | E. lunulata | Nishimura et
al., 2005
126 Hirtacoumaroflavonoside E. hirta Manjur et al.,
2015

1.2.2.1.5. Phénols

La littérature n’a pas trop rapporté de composés appartenant & cette classe de métabolites
secondaires (127-145). En effet, les phénols isolés de plantes Euphorbia sont en général soit des acides
phénoliques simples comme I’acide gallique et ses dérivés, soit des chalcones, ou des coumarines qui
représentent la majorité des constituants isolés de cette classe chimique. Cependant, les lignanes ne

sont pas vraiment répandus dans les espéces du genre Euphorbia (Figure 1.16 et Tableau 1.11).
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Figure 1.16. Structures des phénols isolés du genre Euphorbia

Tableau 1.11. Phénols isolés du genre Euphorbia

N° Composés Source Références
biologique
127 Acide gallique E. lunulata Nishimura et al.,
2005

128 Méthyle gallate E. stracheyi Liuetal., 2019

129 Ethyle gallate

130 phloroacetophenone- E. atlantica Mouffouk et al.,
4-O-p-D-glucopyranoside 2019

131 2',4,4'-hydroxychalcone

132 Licochalcone A E. helioscopia Zhang et Guo

133 Licochalcone B 2006

134 Umbelliférone E. hirta Lietal, 2015

135 Esculétine E. stracheyi, E. | Liuetal., 2019.

136 Isoscopolétine hirta Lietal., 2015

137 Scopolétine E. hirta Lietal., 2015

138 Scoparone E. stracheyi, E. | Liuetal., 20109.
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hirta Lietal., 2015
139 6,7,8-triméthoxy-coumarine E. hirta Lietal., 2015
140 Daphnorétine
141 Cleomiscosine C E. bupleuroides | Aichour et al.,

2014

142 (-)-Pinorésinol
143 (+)-Syringarésinol E hirta Lietal., 2015
144 (-)-Pinorésinol glucoside
145 (+)-Syringarésinol glucoside

1.2.2.2. Usage en médecine traditionnelle

Certaines espéces du genre Euphorbia sont considérées comme de plantes médicinales
préconisées en ophtalmologie et pour le traitement des morsures venimeuses (El Rhaffari et Zaid
2002). D’autres sont utilisées dans la médecine traditionnelle pour soigner les maladies de la peau, la
gonorrhée, la migraine, les parasites intestinaux et les verrues (Singla et Pathak, 1990).

Dans le Nord-Est de I’Ecosse, 1’espéce Euphorbia helioscopia est employée contre la teigne.
Ainsi a Northumberland sa perfusion est bue deux fois par jour pour soulager la douleur rhumatisme
(David et Gabrielle 2004).

La plante Euphorbia hyberna a la réputation d’étre un reméde infaillible contre la diarrhée en
Irlande (David et Gabrielle 2004).

La dilution du latex de la plante Euphorbia cornuta (Pers.) qui est connue sous le nom
populaire « Moulbina », est préconisée en médecine traditionnelle soit pour soigner les morsures de
serpents et de scorpions par une application locale, soit pour le désordre digestif, I’avortement et les

coliques nephrétiques par admission orale (El Rhaffari et Zaid 2002).

Les résines d’Euphorbia calyptrata (Coss. et Dur.) ou « Remmada » (nom populaire) sont
utilisées par application locale sur la téte pour soigner la migraine et les maux de téte. Son latex est

employe apres dilution pour les désordres digestifs (El Rhaffari et Zaid 2002).

Le latex d’Euphorbia granulata (Forsk) est employé sous forme de bandage pour soigner les
morsures de serpents et de scorpions ; il est aussi utile pour diminuer les douleurs rénales, la fatigue

nerveuse et pour provoquer I’avortement (EI Rhaffari et Zaid 2002). La décoction des parties aériennes
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d’Euphorbia guyoniana (Boiss. et Reut.) est préconisée par la population rurale pour 1’élimination des
vers intestinaux, son jus est appliqué localement pour soigner les verrues et diminuer les douleurs
névralgiques (El Rhaffari et Zaid 2002).

Le latex d’Euphorbia ingens E. Meyer ex Boiss. est omployé comme caustique dans les
maladies de la peau, il est recommandé aussi comme un remede contre le cancer. Le latex contient de la
résine et de I’euphorbone, qui est utilisé dans le traitement des tumeurs oculaires dans 1’Afrique de

I’Est (Hargreaves 1991).

Les racines et les tiges d’Euphorbia cooperi N.E.Br trempées dans I’eau, tamisées et
administrées comme lavement liquide semblent étre efficaces contre les maux d’estomac (Hargreaves
1991).

La plante Euphorbia hirta L. ou « Euphorbia rouge » est conseillée pour ses effets diurétiques
et l1égerement purgatifs ; au Mozambique elle est recommandée pour les maux d’estomac ; les racines
sont un remeéde contre les morsures de serpents en Inde et son latex est un reméde ophtalmique, il est

aussi recommandé pour la toux en Afrique orientale et tropicale (Hargreaves 1991).

Dans les Moluques, le latex d’Euphorbia tirucalli L. est un émétique et antisyphilitique. Au
Malawi, il est conseillé d’utiliser une goutte de latex dans un bol de porridge pour le blocage intestinal,

mais seulement apres des traitements moins drastiques par E. ingens (Hargreaves 1991).

1.2.2.3. Activités biologiques

Les extraits et les composés isolés du genre Euphorbia, spécialement la classe des diterpénoides
exhibent de nombreuses activités biologiques a savoir antiproliferative, antifeedante, anti-VIH,

cytotoxique, antimicrobienne, anti-inflammatoire, analgésique, et anticancéreuse ... etc. (Jassbi 2006).

Treize diterpénoides ont été isolés des racines de la plante Euphorbia ebracteolata, ceux-ci
ont montré une bonne activité anti-inflammatoire, mieux méme que les standards utilisés,

I’indométacine et 1’hydrocortisone (Lui et al., 2014).

La plante Euphorbia helioscopia a été étudiée par plusieurs équipes sur les plans chimique et
pharmacologique. L’équipe de Mohamed et al. (2012) a résumé les activités biologiques de cette

espece telles que : antibactérienne, antifongique, antivirale, anti-tumorale et antioxydante.
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La plante Euphorbia hirta L. a fait I’objet de beaucoup d’études sur le plan
pharmacologique. En effet, les extraits de cette plante ont présenté une grande activité antibactérienne
Vis-a-vis de 11 souches pathogénes testés. L’extrait des feuilles a montré une grande activité
antioxydante par rapport aux extraits des fleurs, racines et tiges. Un test antidiabétique sur les rats a
révélé que I’extrait des feuilles présente un effet antidiabétique. L’activité antifongique a été¢ examinée
pour les extraits méthanoliques des différentes parties de la plante par la méthode de diffusion des
disques. L’extrait des feuilles a donné la plus large zone d’inhibition par rapport aux autres parties de
cette plante. En plus, d’autres activités biologiques ont été examinées comme 1’activité antivirale, anti-

inflammatoire, antidiarrhéique, antitumorale, diurétique, et antimalaria, ...etc. (Ansari et al., 2016).

Les extraits des deux parties (racines et feuilles) de 1’espece Euphorbia fusiformis ont été
évalues pour leur pouvoir antibactérien avec deux méthodes différentes. Les résultats ont révélé que les
extraits méthanoliques sont plus actifs que les autres extraits acétonique et chloroformique. Toutefois,
les racines ont un plus grand potentiel d’inhibition que celui des feuilles (Natarajan et al., 2005).

La fraction hydrosoluble du latex d’Euphorbia royleana, a montré des effets anti-
inflammatoires et antiarthritiques dose-dépendante chez les rats et les souris et par rapport aux
différents modeles de tests aigus et chroniques. L’extrait AcOEt du latex d’Euphorbia royleana a
exhibé une inhibition significative des cedémes sur les rats & 35,9% et sur les souris a 33,3% (Ozbilgin

et Saltan Citoglu, 2012).

L’extrait alcoolique d’Euphorbia heyneana a montré une grande inhibition des cedémes avec
un pourcentage de 35,3%, 45,6% et 47,1% pour les doses 200, 400 et 800 mg/kg, respectivement. Le
diterpénoide myrsinane isolé de I’extrait chloroformique d’Euphorbia decipens a révélé une activité
analgésique comparable a celle de I’aspirine et I’ibuproféne, tandis que le composé prostratine,
identifié dans Euphorbia fischeriana a montré des activités analgésiques et sédatives intéressantes. Les
extraits d’Euphorbia helioscopia ont présenté une activité anticancéreuse, avec des doses testées entre
50-200 pg/mL (Ozbilgin et Saltan Citoglu 2012).

1.2.3. Euphorbia gaditana Coss.

1.2.3.1. Description

Euphorbia gaditana Coss., connue aussi sous le nom Euphorbia reboudiana Coss., est une

plante annuelle distribuée en Algérie, Tunisie et Espagne. C’est une plante a tiges et feuilles inférieures
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densément heérissées de longs poils étalés. Les capsules de 2-3 mm sont globuleuses et recouvertes de

forts tubercules épars. Les graines sont lisses (Figure 1.17) (Quezel et Santa 1963).

Figure 1.17. Euphorbia gaditana Coss.

Fuphorbia gaditans
. Native (incl. archasopinites)

Botanical Museum. Helsinki. Finland 2018
Data From BGBN, Berlin Dahlom. Goarmaew

Figure 1.18. Distribution de 1’espéce Euphorbia gaditana Coss. [1]
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1.2.3.2. Classification botanique

L’espéce Euphorbia gaditana Coss. est classée comme suit (Tableau 1.12) (Quezel et Santa 1963):

Tableau 1.12. Classification de 1’espéce Euphorbia gaditana Coss.

Régne Plantae
Classe Dicotylédones
Sous-classe Dialypetales
Ordre Tricoques
Famille Euphorbiaceae
Sous-famille Crotonoideae
Tribu Euphorbieae
Sous-tribu Euphorbiinae
Genre Euphorbia
Espéce Euphorbia gaditana Coss.

1.2.3.3. Usage traditionnel

La plante Euphorbia gaditana est préconisée en médecine traditionnelle en Algérie afin
d’enlever les épines et éliminer les verrues. Elle est aussi utilisée sous forme de décoction comme un

calmant des douleurs rhumatismales.
1.2.3.4. Travaux antérieurs sur la plante

L’espéce Euphorbia gaditana Coss. a déja fait ’objet d’une seule étude phytochimique en
2017. Cette etude a particulierement porté sur 1’extrait éther de pétrole des parties aériennes de la
plante, conduisant a I’isolement par HPLC et la caractérisation par RMN multi-impulsionnelle et la
spectrométrie de masse de deux nouveaux composés diterpéniques macrocycliques (146) et
polycyclique (147) : un dérivé de jatrophane et son analogue tétracycliqgue nommé gaditanone (Figure
1.19) (Flores-Giubi et al., 2017).
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Figure 1.19. Structures des diterpénes isolés d’Euphorbia gaditana Coss.
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11.1.1. Matiere vegétale

La plante Atractylis cancellata L. a été authentifiée par le Pr. Bachir Oudjehih Département
d’agronomie de I’institut des sciences vétérinaires et agronomiques, université de Batna-1, Algérie). La
récolte a été faite par Pr. Hamada Haba et Pr. Mohammed Benkhaled (Faculté des Sciences de la
Matiére, Université de Batna 1, Algérie) en Mai 2015 dans la localité de Djerma (région semi-aride de
Batna, Algérie) (35°38'55.1"N 6°17'33.7"E). Une référence de 1’espéce (846/LCCE) a été déposée a la

Faculté des Sciences de la Matiére, Université de Batna-1, Algérie.

11.1.2. Extraction

Apres la récolte, la plante entiere Atractylis cancellata L. a été mise a I’air libre et a I’abri de la
lumiére pour éviter toutes les dégradations photochimiques possibles. La plante entiére totalement

séche est ensuite broyée pour donner une poudre fine d’une masse de 1,2 kg de maticre végétale.

Ensuite, cette poudre (1,2 Kg) est soumise a une macération dans le mélange éthanol-eau a 70%
(2 x 12 L, 48h) a la température ambiante. L’extrait hydro-alcoolique obtenu est filtré puis concentré
sous basse pression pour donner un résidu aqueux de 500 mL. Ce dernier a subi des extractions
successives avec des solvants a polarité croissante, en commengant par 1’éther de pétrole (3 x 300 mL

EP) puis I’acétate d’éthyle (3 x 300 mL AcOEt), et enfin le n-butanol (3 x 300 mL n-BuOH).

Les extraits organiques obtenus sont évaporés a sec pour fournir 13,4 g de I’extrait EP, 10 g de
I’extrait AcOEt et 16,8 g de ’extrait n-BuOH (Figure 11.1 et Tableau I1.1). Tous les extraits ont été

évaporés a moins de 40 °C, sous une basse pression en utilisant 1’évaporateur rotatif.

Tableau I1.1. Extraits obtenus de I’espece Atractylis cancellata L.

EP 13,4 1,12%
AcOEt 10 0,83%
n-BuOH 16,8 1,4%

11.1.3. Fractionnement et purification

Les extraits EP, AcCOEt et n-BuOH ont fait I’objet d’un fractionnement suivie par une

purification. La sélection des extraits a été faite en se basant sur leur profil CCM (chromatographie sur

s
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couche mince), ceci va nous renseigner en premier lieu sur la richesse de ’extrait en métabolites

secondaires, la séparation des produits (valeurs de Ry), le type de produits existant...etc.

La plante
Atractylis
cancellata L.

|

Reésidu aqueux

Exlt;*.““thp Résidu aqueux
r ) \
Extrait AcOEt

10 g Reésidu aqueux

Extrait n-BuOH | Bemid e

16,8 g

Figure I11.1. Schéma d’extraction de 1’espéce Atractylis cancellata L.

Des CCM en phase normale SiO2 sont utilisées et eluées avec des systémes suivants :

CHCIs3: MeOH 9:1et8:2
CHCI3: MeOH : H,0 8:2:02:7:3:0,2et7:3:0,5
| CHCI; : MeOH (90 10) | | CHCL, : MeOH (30 : 20) —J | CHCI; : MeOH (80:20:2) | CHCly: MeOH (70:30:5)
Ry vy !b =N
5 -
>
. =
= & »
2
% )2
e = & o
- 9 : t - _: ‘
1. O9: . B9 |
1 o0 BuOE AL EP HO BaOH AOEr  EP l WO WO A TP i O ),.,0,, "'fm S 3 ‘

Figure 11.2. Profil CCM sur gel de silice normale des extraits obtenus d’A. cancellata
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11.1.3.1. Extrait EP

Une quantité de 5 g de I’extrait EP a été soumise a une chromatographie liquide sous vide
(VLC) sur silice en phase normale éluée avec un systéeme de solvants EP : AcOEt (100: 0 a 0 : 100).
Apres le regroupement des tubes suite a I’examen CCM sous la lampe UV (254 et 366 nm) et
révélation par une solution d’acide sulfurique et chauffage, 9 fractions majoritaires ont été obtenues
(Epcl a Epc9) (Figure 11.2).

La fraction Epc3 d’une masse de 725 mg a fait I’objet de purification en utilisant une colonne
chromatographique de gel de silice en phase normale (systéme d’¢lution EP : AcOEt), ce qui a permis
I’isolement de 3 composés : Acl4 (13 mg), Acl5 (7 mg) et Acl6 (172 mg).

11.1.3.2. Extrait AcOEt

Une quantité de 8 g de I’extrait AcOEt a été solubilisée dans le méthanol afin de préparer un
dépdt solide pour réaliser un fractionnement majeur par VLC, pour cela, le gel de silice phase normale
a été élué avec un mélange de solvants EP : AcOEt : MeOH, commencant par 1’éther de pétrole pur,
ensuite la polarité a été augmentée en ajoutant 1’acétate d’éthyle, puis le méthanol (100: 0:0a 0:
100: 0 puis0:100:0a0:0:100). A I’issue de ce fractionnement primaire, treize fractions ont été
obtenues Accl a Accl3 (Figure I1.3). Il est a signaler que quelques fractions ont révélé des profils
CCM presque similaires, ce qui a conduit a les regrouper ensemble. Les fractions Acc6, Acc7 et Acc8
ont été rassemblées, ainsi que les fractions Accl0 et Accll. Les fractions Accb, Acc6, Acc9 et Accl0
ont été sélectionnées pour des purifications ultérieures sur colonnes chromatographiques sur silice

normal.

v v v v
Aol 3T wlieg | | Aediting Mdzing | j e g | | A5 g piddeg | | Mawmeg uaistng | | Aelanieg | Al (126 wg \ | Antsirreg

Aook 4% gy Al (0958 =g

Figure 11.3. Fractions issues de la VLC (extrait ACOEt)
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11.1.3.2.1. Fractionnement et purification de la fraction Accb

Une colonne ouverte de diametre 2,2 cm remplie avec une quantité de 18 g de gel de silice en

phase normale a été utilisée pour le fractionnement de 550 mg de la fraction Acc5. L’¢élution a été faite

par le systeme de solvants EP : AcOEt (100 : 0 a 0 : 100). La collection des sous fractions a été réalisée

dans des tubes de 25 mL, le regroupement des tubes selon leur profil CCM a fourni 11 sous fractions

(Acch-A a Acch-K) (Figure 11.4 et Tableau 11.2).

Tableau 11.2. Sous fractions obtenues du fractionnement d’Acc5

1-6
7-11
12-14
15-22
23-29
30-39

Acc5-A
Acc5-B
Acc5-C
Acc5-D
Acc5-E
Acc5-F

7,8
1,3
1,8
3
5
5,5

40-53
54-61
62-69
70-73
74-79

Acc5-G
Acc5-H
Accb5-I
Acc5-J
Acc5-K

16
19,2
22,4
320
2,4

Vu les profils CCM et les quantités des sous fractions obtenues (tableau 11.2), la sous fraction Acc5-J a

été choisie pour une deuxieme separation et purification chromatographiques.

| | CHCl: : MeOH (97 : 03) ’

F ICHCI;:MeOH(99:01) | 3

7

|
|AB

C

D

E

F

N

-

Figure 11.4. Profil CCM en phase normale du fractionnement d’ Acc5
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La sous fraction sélectionnée Acc5-J (320 mg) a fait I’objet d’une séparation sur colonne
chromatographique de gel de silice en phase normale eluée avec EP : AcOEt. Les tubes récupéres ont
été regroupés pour donner 7 sous fractions (Acc5-J-a a Acc5-J-g) (Figure I1.5 et Tableau 11.3).

CHCI; : MeOH (95 : 05) CHCl: - MeOH (95 - 05)
e s

-y

la b c dl |-e

Figure 11.5. Profil CCM en phase normale du fractionnement d’Acc5-J

Tableau 11.3. Sous fractions obtenues du fractionnement d’Acc5-J

1-13 Acc5-J-a 6,9
14-34 Acc5-J-b 13
35-45 Acc5-J-c 52,2
46-57 Acc5-J-d 18,3
58-73 Acc5-J-e 79,5
74-116 Accb5-J-f 111
117-121 Acc5-J-g 8,8

La sous fraction Acc5-J-f (111 mg) a été choisie afin de purifier les 3 taches apparues sur son
profil CCM en phase normale. La couleur des taches nous suggere que ces composés pourraient étre
des flavonoides.
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La sous fraction Acc5-J-f (111 mg) a fait ’objet d’une ultime purification sur colonne

chromatographique de polyamide SC-6 avec un systéme d’élution toluéne : MeOH (100 : 0 a 0 : 100).

Deux produits a 1’état pur ont été obtenus Ac6 (3 mg) et Ac4 (1,3 mg) (Figure 11.6).

CHCl; : MeOH (93 : 07)

P

L L]

Figure 11.6. Profil CCM en phase normale du fractionnement d’Acc5-J-f

11.1.3.2.2. Fractionnement et purification de la fraction Acc6

La fraction Acc6 (2,4 g) a été fractionnée sur une colonne chromatographique de gel de silice
SiO2 éluée par un mélange de solvants CH.Cl, : Acétone : MeOH (100:0:0a0:100: 0 puis0: 100 :
0 a0:0:100). Des tubes de 25 mL ont été utilisés pour collecter les fractions. Aprés le regroupement,

08 sous fractions (Acc6-A a Acc6-H) ont été récupérées et analysees par CCM de gel de silice SiO>

(Figure I1.7 et Tableau 11.4).
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CHCl: : MeOH (93 : 07)

Y ol

—J

B N N NN N S EBES S S S S EEe S .
.

CHCl: : MeOH (93 : 07)

Figure 11.7. Profil CCM en phase normale du fractionnement d’ Acc6

La sous fraction Acc6-C (6 mg) a été identifiee comme un mélange de trois produits

relativement séparables dont un est majoritaire. Ce dernier est isolé et nommé Ac3.

Tableau 11.4. Sous fractions obtenues du fractionnement d’ Acc6

1-9
10-13
14-26
27-41
42-52
53-64
65-72
73-74

Acc6-A
Acc6-B
Acc6-C
Acc6-D
Acc6-E
Acc6-F
Acc6-G
Acc6-H

11.1.3.2.3. Fractionnement et purification de la fraction Acc9

1,5
46
36
472
53
49
8,6
1584

La fraction Acc9 (1,15 g) a subi un fractionnement sur une colonne de gel de silice en phase

normale. L’élution est assurée par un mélange de solvants EP : ACOEt (100 : 0 a 0 : 100) pour fournir

s
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plusieurs sous fractions (Acc9-A a Acc9-0). Ensuite, la sous fraction Acc9-G (85 mg) a fait I’objet
d’une purification chromatographique sur gel de silice SiO2 en utilisant une colonne de 1 cm de
diametre, élué avec le systeme de solvants CHCIs : MeOH (100: 0 a 0 : 100), ceci nous a permis de
récupérer un précipité blanc a partir de la sous fraction Acc9-G-f traitée par le méthanol. Il s’agit du
produit Ac17 (5 mg) (Figure 11.8).

CHCIl; : MeOH (90 : 10)

Figure 1.8. Profil CCM en phase normale du fractionnement d’Acc9-G

11.1.3.2.4. Fractionnement et purification de la fraction Accl10

La fraction Accl0 (2,86 g) issue de la VLC, est soumise a un fractionnement en utilisant une
colonne chromatographique de diametre 2,8 cm, sur gel de silice en phase normale éluée avec un
mélange de solvants CHCIz : MeOH (100 : 0 a 0 : 100). Le regroupement des tubes de 25 mL a permis
d’avoir 15 sous fractions (Acc10-A a Accl0-O) (Figure 11.9 et Tableau 11.5).
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CHCI; : MeOH (93 : 07) CHClg:MeOH (90:10) | CHCl; : MeOH (60 : 40 : 7)
I Y
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Figure 11.9. Profil CCM en phase normale du fractionnement d’Acc10

Parmi les sous fractions obtenues, nous nous sommes intéressés a la sous fraction Acc10-H (285,8 mg)

VU sa masse et sa richesse sur CCM en métabolites secondaires.

Tableau 11.5. Sous fractions obtenues du fractionnement d’Acc10

1-17 Accl0-A 7 69-72 Accl0-1 95
18-21 Accl0-B 16 73-86 Accl0-J 469
22-24 Accl0-C 3 87-106 Accl0-K 462
25-36 Accl0-D 20,4 107-113 AcclO-L 157
37-48 AcclO-E 18 114-132 Accl0-M 2242
49-52 Accl0-F 70 133-146 Accl0-N 30,8
53-59 Accl0-G 109,4 147-154 Accl0-O 15,7
60-68 Accl0-H 285,8

La sous fraction AcclO-H a été purifiée par colonne chromatographique de polyamide.

L’¢lution est réalisée au moyen d’un mélange de toluéne : MeOH (100 : 0 & 0 : 100). Cette opération a
conduit a I’obtention de 8 sous fractions (Acc10-H-a & Acc10-H-h), dont une contenant un produit pur
Ac5 (7 mg).
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11.1.3.3. Extrait n-BuOH

L’extrait n-BuOH (13,4 g) a été fractionnée par VLC sur silice en phase inverse (RP-18) élué
avec un mélange MeOH : H,O (25: 75 a 100 : 0) avec 500 mL de chaque proportion, pour donner 4
fractions majoritaires (Figure 11.10, 11.11 et Tableau 11.6) : Bucl (25% MeOH, 5 g), Buc2 (50% MeOH,
2,7 Q), Buc3 (75% MeOH, 1,65 g) et Buc4 (100% MeOH, 0,58 g).

Buc3®
(2.2g)
Figure 11.10. Fractions issues de la VLC de I’extrait n-BuOH

Avant d’entamer la séparation chromatographique des fractions issues de cette VLC, nous
avons procedé a des tests CCM, en paralléle avec des analyses sur HPLC analytique, afin de déterminer

les conditions optimum de séparation et choisir la technique convenable pour une meilleure séparation.

Tableau 11.6. Fractions issues de la VLC de ’extrait n-BuOH

Pourcentage ‘
25% Bucl 5
50% Buc?2 2,7
75% Buc3 1,65
100% Buc4 0,58

Les deux fractions Buc3 et Buc4 sont regroupées (fraction Buc3), la nouvelle fraction obtenue

ainsi que la fraction Buc2 ont été sélectionnées pour la purification sur HPLC.

E
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CHCl: : MeOH (93 : 07) CHCl: : MeOH (80 : 20) CHCl::MeOH (70:30:5)

Figure I11.11. Profil CCM sur gel de silice normale de fractions obtenues de 1’extrait n-BuOH

11.1.3.3.1. Fractionnement et purification de la fraction Buc2

Une masse de 2,7 g de la fraction Buc2 a été éluée par un melange isocratique constitué de 10%
de MeCN et de 90% de H>O sur HPLC préparative pendant 30 min. Des tubes de 40 mL sont utilisés
pour la collecte des sous fractions. Le regroupement de ces tubes en tenant compte de leur profil CCM
ainsi que leur profil HPLC a donné 21 sous fractions (Buc2-A a Buc2-U) (Figure 11.12).

— L —
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Figure 11.12. Profil CCM en phase normale du fractionnement de Buc?2

Un précipité est apparu au niveau du tube de la sous fraction Buc2-Q et a été identifié comme le
produit Ac8 (42 mg).

E



Partie Il Matériel et méthodes Chapitre 1. Extraction et purification de I’espéce Atractylis cancellata L.

La sous fraction Buc2-H (80 mg) a été purifiee par HPLC semi- préparative avec un systeme

d’¢élution isocratique 10% de MeCN pour mener au produit pur Acll (Rt 15,2 min, 24 mg).

La sous fraction Buc2-K (60 mg) a été purifiée par HPLC semi-préparative, éluée avec un
mélange MeCN : H»O (isocratique 10% de MeCN) pour conduire aux composés Acl3 (Rt 11,4 min,
1,8 mg) et Ac10 (Rt 25,5 min, 25 mg).

La derniere sous fraction Buc2-P (160 mg) est purifiée a ’aide de la Chromatographie Flash sur
gel de silice en phase normale. L’¢lution est effectuée au moyen d’un mélange de solvants CH2Cl> :
MeOH : H20, pour conduire a plusieurs sous fractions. La sous fraction Buc2-P-d (14 mg) a été ensuite
purifiée par HPLC semi-préparative, éluée avec le mélange de solvants MeCN : H2O (gradient 14-20%
de MeCN, 20 min) pour donner le produit Ac12 (Rt 11 min, 2,7 mg).

11.1.3.3.2. Fractionnement et purification de la Fraction Buc3

Une Chromatographie Flash a été utilisée pour le fractionnement de Buc3 (2,2 g) (Buc3+Buc4),
en employant une cartouche de silice en phase normale, et un systéme d’¢lution CH2Cl, : MeOH : H.O
avec un gradient (90:10:0a70:30:5).

Parmi les sous fractions obtenues (Buc3-A a Buc3-V), un précipité dans le méthanol est
visualisé dans la sous fraction Buc2-G sous forme d’une poudre jaune Ac9 (3 mg). La seule sous
fraction jugée purifiable vu les quantités et les compositions des sous fractions, est Buc3-1 (300 mg)

(combinaison des sous fractions Buc3-1 a Buc3-M) (Figure 11.13).

l(ll(l- MeOH (85: 15) ]

o
3 ..P.,
.

'.sf

- - o

Figure 11.13. Profil CCM en phase normale du fractionnement de Buc3
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La sous fraction Buc3-1 (300 mg) a éte soumise a une purification par HPLC préparative en
RP-18, en utilisant un systeme isocratique de 15% de MeCN pendant 30 min pour donner plusieurs
sous fractions Buc3-1-1 a Buc3-1-22. Les sous fractions Buc3-1-2 (9 mg), Buc3-1-10 (14 mg) et Buc3-I-
15 (33 mg) issues de ce dernier fractionnement sont purifiées séparément par HPLC semi-préparative
(gradient 10-20% de MeCN, 20 min) pour obtenir les composés Ac2 (Rt 12,5, 2 mg), Ac7 (Rt 10 min,
3 mg) et Acl (Rt 7,7 min, 2 mg) respectivement.

Acl3 Ac8
R Buc2
Acl2 \ Acl0
Ac 1 % \'\\ \\‘ ///
\\\‘ A 4 ¥

ack, L T Buc3

Figure 11.14. Chromatogramme HPLC analytique des deux fractions Buc2 et Buc3
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11.2.1.Matiére vegétale

La plante Euphorbia gaditana Coss. a été récoltée par Pr. Hamada Haba (Faculté des Sciences
de la Matiere, Université de Batna 1, Algérie) en Mai 2015 de Seriana (région semi-aride de Batna,
Algérie) (35°41'20.3"N 6°11'48.4"E). Apres son identification par Pr. Bachir Oudjehih (département
d’Agronomie de 1’Institut des Sciences Vétérinaires et Agronomiques, Université de Batna 1, Algérie),
une référence de I’espéce (908/ LCCE) a été déposée a la Faculté des Sciences de la Matiere,

Université de Batna 1, Algérie.

11.2.2. Extraction

Une macération a été réalisée sur 1 kg de poudre des parties aériennes de la plante Euphorbia
gaditana Coss. (a I’état sec) dans une solution d’éthanol/eau & 70% pendant 48h. Cette opération est
répétée deux fois avec renouvellement du solvant.

En réduisant le volume totale du macérat a 500 ml sous basse pression, le résidu aqueux est
ensuite soumis & des extractions successives avec des solvants a polarité croissante, EP (3 x 300 mL),
CHCIs (3 x 300 mL), AcOEt (3 x 300 mL) et n-BuOH (3 x 300 mL). Tous les extraits obtenus sont
évaporeés a sec a pression réduite en utilisant un évaporateur rotatif a 40 °C (Figure 11.15 et Tableau
11.7) pour donner les masses suivantes : EP (1,3 g), CHCIs (30 g), AcOEt (7,1 g) et n-BuOH (23,1 g).

La plante
Euphorbia
gaditana Coss.

Résidu
aqueux

Extrait EP Résidu
3¢ aqueux

Extrait CHCl, Résidu
30¢g aqueux

Extrait AcOEt Résidu
7.1g aqueux

_ Résidu
Extrait n- | aqueux
BuOH 23,1 g

Figure 11.15. Schéma d’extraction de I’espéce Euphorbia gaditana Coss.
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Tableau I1.7. Extraits obtenus de I’espéce Euphorbia gaditana Coss.

EP 1,3 0,13%
CHCls 30 3%
AcOEt 71 0,71
n-BuOH 23,1 2,31%

Tous les extraits ont éte stockes dans I’obscurité a température ambiante avant de procéder aux

opérations de fractionnement et purification.

11.2.3. Fractionnement et purification

Les extraits ACOEt et n-BuOH ont été choisis pour la purification et I’isolement des métabolites
secondaires suite a leur profil CCM (gel de silice en phase normale et phase inverse) (Figure 11.16 et
11.17), profil HPLC et leurs activités biologiques.

Des CCM en phase normale SiO> ainsi que sur silice greffée (RP-18) sont utilisées et éluées avec

divers systemes :

EP : AcOEt 80:20et20:80
CHCIs3: MeOH : H.0 70:30:5et60:40:7
MeOH : H.O 20:80,60:40et100:00

Le fractionnement et la purification des extraits et des fractions ont été réalisés a 1’aide de la
chromatographie Flash, HPLC préparative, HPLC semi-préparative et une autre HPLC (PLC Gilson

2050) que I’on utilise pour le fractionnement et méme la purification des petites fractions.

On note ici que certains composés ont éte isolés plusieurs fois (isolés méme 5 fois dans certains

cas) a partir de différentes fractions soit dans le méme extrait ou dans deux extraits.
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Figure 11.16. Profil CCM sur gel de silice normale des extraits obtenus de I’espéce Euphorbia
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Figure 11.17. Profil CCM sur gel de silice en phase inverse (C-18) des extraits obtenus de I’espece
Euphorbia gaditana Coss.

11.2.3.1. Extrait AcOEt

L’extrait AcCOEt (7,1 g) a été soumis a une VLC sur RP-C-18 élué avec le mélange de solvants
MeOH : H,O (20: 80 a 100: 0) pour donner 5 fractions majeures (Acgl-Acg5). Les deux fractions
Acg4 et Acgb ont été par la suite combinées.

B
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11.2.3.1.1. Fractionnement et purification de la Fraction Acgl

La fraction Acgl (2,2 g) a été soumise a une Chromatographie Flash (CF) sur gel de silice
(phase normale) éluée avec CH>Cl, : MeOH : H20 (100 : 0: 0a 70: 30 : 0 puis 70: 30: 0a 70: 30 : 5)
pour obtenir plusieurs sous fractions (Acgl-A a Acgl-M). La plus importante sous fraction obtenue au
vu de sa masse est la sous fraction Acgl-E (195 mg). Cette derniere a été purifiée par CF sur RP-C18
avec un mélange MeOH : H>O (gradient ; 5-20% de MeOH) pour donner la sous fraction Acgl-E-f
sous forme d’un produit pur Eg3 (19,4 mg), et la sous fraction Acgl-E-b se présentant comme un
mélange des deux composés Eg3 et Eg32 (43,5 mg). Le composé Eg32 (11,5) a été obtenu par la suite

a partir de la sous fraction Acgl-E-c.

11.2.3.1.2. Fractionnement et purification de la Fraction Acg2

La fraction majeure Acg2 (2 g) a éte fractionnée par HPLC préparative sur RP-C18 en utilisant
MeCN : H.O comme éluant avec un gradient (20-30% de MeCN, pendant 1 h), pour conduire & douze
sous fractions (Acg2-A a Acg2-L). Les sous fractions Acg2-C (144 mg), Acg2-D (192), Acg2-E (356
mg), Acg2-F (268 mg), Acg2-G (157 mg) et Acg2-H (100 mg) ont été purifiées par CF sur gel de silice
SiO> éluée avec un systeme CH2Cl>: MeOH : H>0O (100:0:0a70:30:0puis70:30:0a70:30:
5).

La sous fraction Acg2-C a donné les composés Eg9 (10 mg) et Eg24 (7 mg), la sous fraction
Acg2-D a fourni le produit Eg5 (5,8 mg), ensuite la sous fraction Ac2-E a permis 1’isolement du
composé Eg30 (43,5 mg), par contre la sous fraction Acg2-E-g (34 mg) a subi une deuxiéme
purification par HPLC préparative (PLC 2050 Gilson) pour obtenir le produit Eg6 (2,5 mg). La sous
fraction Acg2-F a été fractionnée par CF sur gel de silice SiO, éluée avec CH2Cl, : MeOH (100 : 0 4 65
: 35) pour donner la sous fraction Acg2-F-k (141 mg), qui a été purifiee a son tour par HPLC
préparative (PLC 2050 Gilson) éluee avec MeCN : H20 (20-35% de MeCN) pour mener au produit pur
Egl (15,8 mg). Enfin, la sous fraction Acg2-G a fourni les composés Eg2 (5,8 mg) et Eg31 (7 mg) a

I’état pur et la sous fraction Acg2-H a conduit au composé Eg29 (2,5 mg).

11.2.3.1.3. Fractionnement et purification de la Fraction Acg3

Une purification avec HPLC préparative sur RP-C-18 a été realisée sur une quantité de 1,2 g de
la fraction Acg3. L’¢lution est réalisée au moyen des solvants MeCN : H20 (gradient, 20-35% de
MeCN, pendant 45 min) pour donner plusieurs sous fractions. Aprés analyse avec HPLC analytique

des sous fractions récupérées par le systeme de solvants MeCN : H.O (20-35% de MeCN, 20 min) les

e
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composés suivants sont obtenus a 1’état pur : Eg4 (Rt 20,5 min, 7 mg), Eg7 (Rt 9 min, 19,6 mg), Eg10
(Rt 9,8 min, 24 mqg), Eg1l (Rt 7,2 min, 6,7 mg) et E17 (Rt 15,0 min, 17,5 mg). Cependant, les sous
fractions Acg3-24 (27 mg), Acg3-26 (18,3 mg) et Acg3-31 (18 mg) ont été ultérieurement purifiées par
HPLC semi-préparative avec MeCN : H2O (20-35% de MeCN, 20 min) pour conduire aux produits
Eg19 (Rt 11,6 min, 3,8 mg) et Eg20 (Rt 12,2 min, 2,6 mg) a partir de la sous fraction Acg3-24, le
composé Eg21 (Rt 14,6 min, 3 mg) de la sous fraction Acg3-26 et finalement le composé Egl8 (Rt
15,6 min, 2,5 mg) de la sous fraction Acg3-31.
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Figure 11.18. Chromatogramme HPLC analytique de I’extrait AcOEt

11.2.3.2. Extrait n-BuOH

L’extrait n-BuOH (22 g) a été fractionné par VLC sur RP-C18 et élué avec un melange de
solvants MeOH : H20 (0: 100 a 100: 0) pour fournir six fractions majoritaires (Bug0 a Bug5). Les

deux fractions Bug4 et Bug5 ont été combinées pour donner une seule fraction.

11.2.3.2.1. Fractionnement et purification de la Fraction Bugl

La fraction Bugl (3,4 g) a été fractionnée par CF sur RP-C-18 en utilisant comme éluant le
mélange MeOH : H>O (5-40% de MeOH) pour conduire au composé Eg27 (17 mg), les sous fractions
Bugl-C et Bugl-D ont eté combinées (64 mg) pour étre purifiées par HPLC semi préparative en
utilisant MeCN : H20 (5-25% de MeCN, 20 min). Ceci a mené a I’isolement du produit Eg23 (Rt 12,3
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min, 1,5 mg). La sous fraction Bugl-Q (316 mg) a fait ’objet d’une séparation sur une CF sur gel de
silice SiO éluée avec CH2Cl2: MeOH : H,O (100 : 0 : 0a 70 :30: 0 a 70 : 30 : 5) pour obtenir
plusieurs sous fractions. La sous fraction Bugl-Q-c (27 mg) est purifié par HPLC semi préparative.
L’¢lution est faite avec MeCN : H2O (gradient, 17-21% de MeCN, 20 min) pour aboutir aux composés
Eg25 (Rt 8,3 min, 5,5 mg) et Eg22 (Rt 11,6 min, 3 mg), tandis que la sous fraction Bugl-Q-d a donné
le produit Eg28 (7,7 mg) sous forme d’un précipité dans le méthanol.

11.2.3.2.2. Fractionnement et purification de la Fraction Bug?2

La fraction Bug2 (5,3 g) a été fractionnée par CF sur gel de silice SiO, élué avec CH2ClI; :
MeOH : H>0 (100:0:0a70:30:0puis 70:30:04a70:30:5) pour donner plusieurs sous fractions.
La sous fraction Bug2-C (11,3 mg) a été purifiée par HPLC préparative (PLC 2050 Gilson) (15-35% de
MeCN) pour aboutir au composé Eg26 (2,6 mg).

La sous fraction Bug2-E (600 mg) est soumise a une purification par une CF sur RP-C18 éluée
avec MeOH : HO (15-25% de MeOH) pour conduire a la sous fraction Bug2-E-h (68 mg) qui & son
tour a été purifiée par HPLC semi préparative sur RP-C-18 en utilisant un mélange de MeCN : H20
(15-25% de MeCN, 20 min) pour fournir le produit Eg15 (Rt 12,6 min, 4,4 mg). La sous fraction
Bug2-J (80 mg) a fait 1’objet d’une purification sur HPLC préparative (PLC 2050 Gilson) éluée avec
MeCN : H20 (15-35% de MeCN) pour donner le composé Eg16 (6 mg).

11.2.3.2.3. Fractionnement et purification de la Fraction Bug3

Une quantité de (2,6 g) de la fraction Bug3 a été fractionnée par CF sur gel de silice SiO2 en
utilisant comme éluant le systéme de solvants CH>Cl,: MeOH : HO (100:0:0a 70 : 30 : 0 puis 70 :
30:04a 70: 30 : 5) pour conduire a plusieurs sous fractions. Les sous fractions Bug3-I (20 mg) et
Bug3-R (84 mg) ont été soumises a une séparation sur HPLC préparative (PLC 2050 Gilson) (MeCN :
H>0) (25-45% de MeCN) et (15-25% de MeCN) respectivement, pour aboutir aux composes Eg8 (1,3
mg) et Eg12 (1 mg) a partir de la sous fraction Bug3-1, et les produits Eg13 (5,4 mg) et Eg14 (7,3 mg)
de la sous fraction Bug3-R.
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Figure 11.19. Chromatogramme HPLC analytique de I’extrait n-BuOH
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11.3.1. Chromatographie et séparation

Au cours des opérations de séparations et purifications, de nombreuses méthodes et divers

appareils ont éte utilisés :

11.3.1.1. Extraction

Des extractions liquide-liquide ont été réalisées afin de partager le contenu de I’extrait brut
(hydro-alcoolique) sur plusieurs extraits organiques a différentes polarités, ce qui simplifie leur étude
phytochimique ultérieure. Pour cela, une ampoule a décanter de 1 L a été utilisée, en introduisant
I’extrait brut solubilisé dans 1’eau, suivi par les solvants EP, CH2Clz, AcOEt et ensuite n-BuOH.
Chaque extraction a été répétée 3 fois (3 x 300 mL de chaque solvant), les extraits organiques obtenus
sont concentrés a sec a I’aide d’un évaporateur-rotatif sous pression réduite et a 40 °C pour donner des

extraits organiques correspondant a 1’état sec.

11.3.1.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM), est une méthode d’analyse qui permet d’avoir
des informations sur la composition chimique et la pureté des fractions analysées.
Des plaques de silice prétes a I’emploi ont été employées :
-Plaque de silice en phase normale (SiOz) sur support aluminium (Silice 60 F254, Merck).
-Plague de silice en phase inverse (greffée C18) sur support aluminium (silice 60 RP-18 F254S,
Merck).
Des systemes de solvants ont été utilisés pour faire éluer les extraits, fractions et composés sur les
plagues CCM, soit des systemes de un, deux ou trois solvants selon le type des produits et leurs
polarités.

Les systemes utilisés sont :

-EP : AcOEt 80:20et20:80

-CHCI3 : MeOH 99:1;97:3;95:5,93:7;90:10et80: 20
-CHCI3 : MeOH : H20 80:20:2;70:30:2;70:30:5et60:40:7
-MeOH : H.0 20:80¢et60: 40

-MeOH 100%
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Apres ’¢lution des CCM, ces derniéres ont été révélées sous lampe UV (mpevilber Lourmat
VL-6.MC) a 254 et 366 nm avant la deuxiéme révélation qui consiste en la pulvérisation de la solution

de I’acide sulfurique (H2SO4, 50%), cela est suivi d’un chauffage des CCM au décapeur thermique.

11.3.1.3. Chromatographie sur colonne (CC)

Des colonnes ont été employées avec différents taille et diamétre, soit des colonnes ouvertes en
verre de gel de silice (phase normale) ou de polyamide, soit des colonnes spécifiques pour la
Chromatographie Flash sous forme de cartouches fermées déja préparées avec du gel de silice (phase

normale ou inverse).

11.3.1.4. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

La chromatographie liquide sous vide (VLC: Vacuum Liquid Chromatography) est une
technique de fractionnement majeure et rapide. D’habitude elle est préconisée pour fractionner
grossierement les extraits. On utilise dans cette technique un entonnoir en verre contenant un disque
fritté (porosité N°4), une fiole a vide afin de récupérer les fractions et une pompe ou une trompe a eau
pour créer le vide (Figure 11.20).

L’entonnoir est rempli avec le gel de silice soit en phase normale (40-43 um, Merk) ou en phase
inverse (RP-18 43-60 um, Merck). La silice en phase normale est €luée avec un systeme de solvants
EP: AcOEt: MeOH (100: 0: 0a0:100: 0a0: 0: 100) ; par contre la silice en phase inverse est
parcourue par un systeme polaire H2O : MeOH (80 : 20 a 0 : 100).

Figure 11.20. Montage de la VLC

E
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11.3.1.5. Flash Chromatographie (FC)

La Chromatographie Flash est une technique de séparation rapide a moyenne pression sur des
colonnes traversées par un mélange de solvants avec un débit élevé accélérant la séparation. L’appareil
utilisé est de marque Grace® Reveleris®, muni d’un détecteur UV-Vis, un détecteur DEDL (Détecteur
évaporatif a diffusion de lumiére) qui utilise I’isopropanol, des vannes de purge pour les 4 voies de
solvants disponibles, ainsi une vanne pour le DEDL et un pilote (logiciel Reveleris® Flash Systeme)
qui contrdle le débit, le gradient, les solvants, les détecteurs et les longueurs d’ondes, la collection
automatique...ctc (Figure 11.21).

Des cartouches en plastique de gel de silice préemballées (phases normale ou inverse) avec

différents volumes et diameétres qui supportent jusqu’aux 17 bars ont été utilisées.

Figure 11.21. Appareil de Chromatographie Flash

11.3.1.6. Chromatographie liquide haute performance (CLHP ou HPLC)

11.3.1.6.1. HPLC analytique
Une chaine HPLC analytique a été utilisée pour les analyses des extraits et des fractions. Cette

chaine Dionex U3000 (Thermo Fisher Scientific, France) est dotée d’un injecteur WPS 3000 SL, une
pompe LPG 3400 SD, un double détecteur UV-DAD-3000 et un four TTC-3000 ; la chaine est pilotée
avec le logiciel Chromeleone (Figure 11.22).
Les conditions suivantes ont été utilisées :

- Une colonne Interchim de stratégie C-18-HQ Uptisphere 250 x 4,6 mm

- Temperature 30 °C

- Débit 1 mL/min.
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- Volume d’injection entre 10-25 uL (selon la concentration des échantillons)
- Un systéme d’élution MeCN : H20O (MeCN qualité HPLC, H2O filtrée a 0,22 um et 0,025%
acidifiée avec le TFA)

Figure 11.22. HPLC Analytique Ultimate 3000

11.3.1.6.2. HPLC préparative

Une chaine HPLC preparative (Armen Instrument) a été utilisee pour le fractionnement sur
silice RP-18. La chaine est constituée d’une pompe AP 250/500, un injecteur manuel ACC 250/500, un
détecteur UV Knauer K-2501 relié avec un enregistreur papier Kipp & Zonen BP111, une colonne
Merck Lichrospher RP-18 (12 um) et un collecteur automatique Buchi C-660 (Figure 11.23).
Un systéeme de solvants MeCN : H,O (MeCN qualité HPLC et H.O filtrée a 0,45 um et 0,025%
acidifiée avec le TFA) élué avec un débit entre 75 et 100 mL/min (changement selon la quantité et la

simplicité des fractions).

Figure 11.23. HPLC Préparative

E
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11.3.1.6.3. HPLC semi-préparative
La chaine HPLC (Dionex) semi-préparative employée pour la purification des produits est
constituée d’une pompe U3000 LPG 3400 AB, un injecteur ASI 100 Dionex, un four Jasco CO-965, un
détecteur Diode array UV 340 S et un collecteur de fractions Thermo Fisher FC-3000 (Figure 11.24).
Les conditions utilisées pour la purification sur HPLC semi-préparative sont :
- Une colonne Interchim Uptisphere stratégie RP-18-HQ (250 x 10 mm)
- Température 30 °C
- Débit 5 mL/min.
- Volume d’injection entre 50 et 150 pm (changement selon la simplicité des fractions et
I’absorbance des composés a purifier)
- Un systéme d’élution MeCN : H>0O (MeCN qualité HPLC, H2O filtrée a 0,22 um et 0,025%
acidifiée avec le TFA)

Figure 11.24. HPLC Préparative

11.3.1.6.4. HPLC (Gilson PLC 2050)

La chaine HPLC (Gilson PLC 2050) est utilisée pour le fractionnement des mélanges pas trés
complexes de produits, ou pour la purification des fractions a 2 ou 3 composés relativement séparables.
Cette chaine est dotée d’un injecteur manuel de 1 ml de volume, une pompe qui peut atteindre les 50
mL/min, une colonne Interchim Uptispherstratégy C-18-HQ SUM (250 x 21,2 mm), un détecteur UV
avec 4 longueurs d’onde possible et un collecteur automatique avec 3 raques de tubes. Un systéme
d’élution MeCN : H.0 (MeCN qualité HPLC, H2O filtrée & 0,45 um et 0,025% acidifiee avec le TFA)

est employé. Le pilote utilisé est un pilote Prep (version V5.1e.02), qui contrble les parameétres de

E
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débit, de la pression, des voies de solvants et leurs proportions, des longueurs d’ondes UV choisies et

du collecteur (Figure 11.25).

Figure 11.25. HPLC (PLC Gilson 2050)

11.3.2. Chimie structurale

Plusieurs méthodes et appareils ont été utilisés au cours de I’élucidation structurale des

composés isolés a I’état pur.

11.3.2.1. Pouvoir rotatoire

Un polarimétre électronique Perkin-Elmer, model 341, a été utilisé pour la mesure des pouvoirs
rotatoires spécifiques des nouveaux composes chiraux. Il est équipé d’une lampe a sodium (A=589 nm),
une cuve de 10 cm de longueur et 1 mL de volume. A la température 20 °C, on procede au calibrage a

zéro avec le solvant de solubilisation, aprés le pouvoir rotatoire est mesuré et exprimé en degré.
A T’aide de la formule ci-dessous on peut calculer le pouvoir rotatoire des produits étudiés :
[a]lo=a/(I X C)
Ou a : angle de rotation en degré lu sur le polarimétre
I : longueur en dm de la cuve de mesure (1 dm)

c : concentration du composé mesurée en g/100 mL

E
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11.3.2.2. Spectrométrie UV-Vis

Les spectres UV ont été enregistrés a 1’aide d’un spectrophotométre de type Shimadzu UV/Vis

U-2450, double faisceau, avec des cuves en quartz a trajet optique de 1 cm.

11.3.2.3. Spectrométrie Infrarouge (IR)

Un appareil Nicolet Impact 410 FTIR a été utilisée afin d’enregistrer des spectres IR des
produits. L’échantillon est mélangé avec une poudre du KBr anhydre pour but de former des pastilles.

Le pilote Ommic ESP 5.2a est servi pour I’enregistrement des spectres.

11.3.2.4. Spectroscopie RMN

Deux spectrométres de résonance magnétique nucléaire (RMN) a 500 MHz (Briker Avance
DRX-500) et 600 MHz (Briker Avance DRX-600) ont été utilisés pour enregistrer des spectres
d’expériences monodimensionnelles (RMN *H et *C) ou bidimensionnelles (COSY, HSQC, HMBC,
NOESY). Deux versions du logiciel TopSpin 3.2 et 4.0 (fournis par Brliuker) ont été utilisees pour le
traitement des spectres enregistrés, des informations structurales ont été fournies a partir de chaque
spectre enregistré. Les échantillons analysés ont été solubilisés dans des solvants deutérés : CD30D,
acétone-ds et DMSO-de dans des tubes analytiques de 5 mm de diamétre.

11.3.2.5. Spectrométrie de Masse

Des spectres de masse ESI-MS (Electro-Spray lonisation) ont été enregistrés en basse et haute

résolutions avec 1’appareil micromasse ESI-Q-TOFe (Manchester, UK).

11.3.2.6. Hydrolyse acide

Afin d’obtenir la configuration du résidu monosaccharide du compose Egl de la plante
Euphorbia gaditana, une hydrolyse acide a été effectuée. Pour cela, 10 mg du produit Egl ont été
chauffés a reflux avec 5 mL de HCI 2 N a 90 °C pendant 4 h, puis neutralisés avec du KOH 0,5 M.
Aprés extraction avec du CH2C1, (3 x 5 mL), la solution aqueuse a été évaporee pour obtenir le sucre
libre correspondant. Le sucre obtenu est comparé avec des sucres de référence sur plaque CCM afin de
confirmer le type de sucre. Ce qui a conduit a I’identification du sucre comme le D-glucose dans notre

cas.
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11.3.3. Dosages et tests biologiques

Les différents dosages ainsi que les activités biologiques effectués au cours de ce travail ont été
effectuées au Centre National de Recherche en Biotechnologie (CRBt, Constantine, Algérie), les
dosages et les activités ont été réalisés en microplaques a 96 puits, et la mesure d’absorbance a été faite
par un lecteur microplaques multimode EnSpire de Perkin Elmer. Les échantillons ont été préparés
dans le méthanol a différentes concentrations, commencant par 1 mg/mL et préparant 6 autres dilutions.

Toutes les expériences ont été faites en triple.

11.3.3.1. Dosages

11.3.3.1.1. Dosage des phénols

La teneur en composés phénoliques totaux a été mesurée pour les extraits obtenus des deux
plantes en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu (Mdiller et al., 2010). Une solution d’acide gallique a
différentes concentrations a été utilisée afin d’établir une courbe d’étalonnage et les résultats ont été
exprimés en équivalent d’acide gallique (ug EAG/mg d’extrait). La méthode consiste a mettre 20 puL
d’échantillon a différentes concentrations dans des puits de microplaque (96 puits), suivie par 1’addition
de 100 puL du foléne a 10%, ensuite on additionne un volume de 80 uL d’une solution de Na>COs a

7,5%. Apres 2 heures en obscurité, ’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 765 nm.

11.3.3.1.2. Dosage des flavonoides

La mesure de la teneur en flavonoides a été realisée selon la méthode de Topcu et al. (2007), les
résultats sont exprimés en équivalent de quercétine (ug EQ/mg extrait), en utilisant la quercétine
comme standard d’étalonnage. 50 pL de I’échantillon de chaque concentration ont été mis dans des
puits d’une microplaque (96 puits), suivie de 130 puL de méthanol et 10 uL d’une solution de
CH3CO2K, et a la fin on ajoute un volume de 10 pL d’une solution d’AI(NOz)3. Aprés 40 min,

I’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 415 nm.

11.3.3.2. Tests antioxydants

Afin d’évaluer D’activité antioxydante des extraits et des produits isolés des deux plantes
Atractylis cancellata et Euphorbia gaditana, plusieurs méthodes ont été appliquées (DPPH, ABTS,
CUPRAC et FRAP). L’acide ascorbique et BHA sont utilisés comme standards. La concentration

inhibitrice & 50% (ICso) des radicaux DPPH et ABTS est calculée par la formule suivante :

I1Cs0 = 100 x [(Ao — A)/Ad]

-,
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Ou : Ao et A sont les absorbances du systéme en absence et présence d’échantillon, respectivement.
La concentration a I’absorbance A = 0,5 (Ao;s) pour les activités CUPRAC et FRAP est calculée par la

formule suivante :
A = 100-(A/Ao0 x 100)

Les résultats sont exprimés en ICso, qui est défini comme étant la concentration efficace de
I’extrait capable de piéger 50 % des radicaux (DPPH ou ABTS) dans le mélange réactionnel, dont
I’activité la plus forte correspond a I’ICsp la plus faible. On peut dire la méme chose pour les Aos, qui
définit I’absorbance a A = 0,5, ce qui est relié au changement de la couleur lors de la réduction du fer
ou du cuivre (activitt CUPRAC ou FRAP).

Les valeurs de I'ICsp et 1’Aos ont été interpolées a partir d’un graphique de régression linéaire de

I’échantillon.

11.3.3.2.1. Test de piégeage du radical DPPH

Le test de piégeage des radicaux libres DPPH a été évalué par la méthode décrite par Blois
(1958), la réduction de ce radical s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur
jaune a 517 nm. En bref, 160 uL de solution de DPPH en EtOH (0,4 mM) ont été ajoutés a 40 pL
d’échantillon dissous dans le méthanol a différentes concentrations ; un contréle contenant 40 pL de
méthanol avec 160 pL de solution de DPPH a été employé. Aprés 30 min dans I’obscurité,

I’absorbance a été mesurée a 517 nm.

11.3.3.2.2. Test de piégeage du radical ABTS

La méthode de Re et al. (1999) a été utilisée pour évaluer la capacité des extraits et des
composeés isolés a piéger le radical ABTS. Le cation radicalaire ABTS: * est régénéré en ajoutant 2,45
mM de persulfate de potassium a une solution aqueuse a 7 mM ABTS qui est stocké dans le noir a
température ambiante pendant 12 heures avant emploi. A chaque puits de la microplaque, 160 pL de
solution ABTS * ont été ajoutés a 40 pL de solution échantillon a différentes concentrations. Apres 10

minutes, I’absorbance a été mesurée a 734 nm.

11.3.3.2.3. Test du pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur du fer (FRAP) des extraits et des composés testés a été determiné selon la
méthode de Bouratoua et al. (2017). Afin d’évaluer cette activité, 10 pL d’échantillon & plusieurs
concentrations ont été ajoutés dans une plaque a fond rond de 96 puits. Apres cela, 40 uL de 0,2 M du

tampon phosphate (pH= 6,6) et 50 pL de ferricyanure de potassium KzFe(CNs) (1%) ont été ajoutés a

e
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chaque puits, la plague a été incubée a 50 °C pendant 20 min, ensuite, 50 pL de D’acide
trichloroacétique TCA (10%), 40 pL d’eau distillée et 10 puL de chlorure ferrique FeClz (0,1%) ont été
ajoutés dans chaque puits. L’absorbance a été mesurée a 700 nm. Une absorbance plus élevée du

mélange réactionnel indique un pouvoir réducteur plus important.

11.3.3.2.4. Test de réduction du cuivre (CUPRAC)

La capacité antioxydante réductrice cuivrique (CUPRAC) a été évaluée selon la méthode
d’Apak et al. (2004). Dans chaque puits d’une plaque a 96 puits, 60 pL d’une solution d’acétate
d’ammonium (1 M, pH 7,0) est ajoutée sur 40 puL d’échantillon a différentes concentrations, ensuite 50
puL d’une solution de néocuproine a 7,5 mM et 50 uL. d’une solution de chlorure de cuivre II (CuCly)
ont été additionnées sur les solutions initiales. La plaque est laissée pendant 1 h puis I’absorbance est

mesurée a 450 nm.

11.3.3.3. Activité anticholinesterase

L’activité inhibitrice des enzymes acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE)
a eté mesurée a I’aide de la méthode spectrophotométrique développée par Ellman et al. (1961).
Brievement, 150 puL de tampon phosphate de sodium (pH = 8,0), 10 pL de solution d’échantillon
dissous dans le méthanol a différentes concentrations et 20 pL d’enzyme acétylcholinestérase (AChE)
(ou d’enzyme butyrylcholinesterase BChE), ont été mélangés et incubés pendant 15 min a 25 °C ; puis,
10 uL de DTNB 0,5 mM (5,5'-dithiobis (acide 2-nitrobenzoique)) ont été ajoutés. La réaction a ensuite
¢été initiée par I’addition de 10 puL d’iodure d’acétyl thiocholine (0,71 mM) (ou d’iodure de butyryl
thiocholine (0,2 mM)). L’hydrolyse de ces substrats a été contr6lée par la spectrophotométrie (a une
longueur d’onde de 412 nm) par la formation d’un anion jaune du 5-thio-2-nitrobenzoate résultant de la
réaction du DTNB avec la thiocholine, libérée par I’hydrolyse enzymatique d’iodure
d’acetylthiocholine (ou d’iodure de butyrylthiocholine). La galantamine a été utilisée comme composé

de référence. L’inhibition de I’AChE ou BChE (%) est calculée a I’aide de la formule suivante :
ICs0 = [(E-S)/E] % 100

Ou E est I’activité de I’enzyme sans échantillon, et S est I’activité de I’enzyme avec I’échantillon. Les
valeurs I1Cso ont été interpolées a partir d’une courbe de régression linéaire des extraits et des composés

en fonction de I’effet inhibiteur en pourcentage.
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11.3.3.4. Activité anti-tyrosinase

L activité inhibitrice de I’enzyme tyrosinase a été mesurée a I’aide de la méthode de Deveci et
al. (2018). La méthode consiste a ajouter 150 puLL de tampon phosphate de sodium (pH= 6,8), 10 uL
d’échantillon a différentes concentrations et 20 uL. de solution d’enzyme tyrosinase dans le méme
puits, ensuite la microplagque est incubée pendant 10 min a 37 °C. Apres cela, 20 puL de L-DOPA ont

été ajoutés et incubés a nouveau pendant 10 minutes a 37 °C. Les absorbances ont été lues a 475 nm.

e
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L’étude chimique des extraits EP, AcOEt et n-BuOH issus de I’extrait brut de la plante entiere
A. cancellata a été achevée par I’isolement et 1’identification de 17 métabolites secondaires. Afin de
caractériser ces produits, plusieurs méthodes spectroscopiques sont utilisées : la spectroscopie RMN
monodimensionnelle (RMN H et 3C) et bidimensionnelle (COSY, HSQC, HMBC, NOESY), la
spectrométrie de masse a basse et a haute résolution (ESI-MS et HR-ESI-MS), ainsi que par

comparaison avec les données de la littérature.

Les tableaux des déplacements chimiques H et 13C des composés isolés sont insérés a la fin de
chaque interprétation.
I11.1.1. Elucidation structurale du composé Acl

Le nouveau composé Acl (Figure 111.1) a été isolé sous forme d’une poudre amorphe blanche
soluble dans le méthanol. La CCM de ce produit montre une tache visible sous lumiére UV a 254 et

366 nm, se révélant en marron foncé par I’acide sulfurique et chauffage.

Pyrroloquinolone A

Figure I11.1. Structure du composé Acl
Le spectre UV de ce composé enregistré dans le méthanol (Figure 111.2) indique deux bandes

d’absorption maximales a 220 et 278 nm caractérisant la présence d’un systéme aromatique étendu.

Data Set: IB-EG-44-F2-F-k-5 (4) - RawDala

PO ey - + —

0,400
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Figure I111.2. Spectre UV du composé Acl
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Le spectre de masse haute résolution en mode positif HR-ESI-MS (Figure 111.3) montre un pic
d’ion moléculaire a m/z = 198,0791 [M]" (calculé pour Ci2H1oN20O, 198,0793), soit une masse
moléculaire M = 198 Da, ceci correspond a une formule brute en Ci2H10N2O avec un nombre

d’insaturation égale a 9.

Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis

C12H10N20

Gy
Figure 111.3. Spectre de masse HR-ESI-MS (en mode positif) du composé Acl

Le spectre RMN *H enregistré dans CDsOD (Figure 111.4) montre quatre protons aromatiques a
o1 8,24 (1H, dI, 8,0 Hz), 8,01 (1H, d, 8,7 Hz), 7,75 (1H, tl, 8,1 Hz), 7,61 (1H, t, 7,6 Hz) qui
appartiennent au méme systeme de spins selon le spectre COSY (Figure 111.5). Ces signaux indiquent la
présence d’un noyau aromatique di-substitué en ortho, et ils sont attribués aux protons nommeés H-9,

H-6, H-7 et H-8 respectivement.

Deux doublets (J = 3,1 Hz) d’intégration 1H chacun a o 7,46 et 7,12 assignés respectivement
aux protons appelés H-2 et H-3 d’une double liaison. Un dernier signal relativement déblindé a o4 4,02

(3H, s) correspond a des protons Hz-5a d’un méthyle 1i¢ a un hétéroatome.
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Figure 111.4. Spectre RMN *H du composé Acl (CD3zOD, 600 MHz)
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Figure I111.5. Spectre COSY du composé Acl

Le spectre HSQC (Figure 111.6) permet d’assigner chaque proton a son carbone comme suit : les
protons H-9, H-6, H-7, H-8, H-2, H-3 et Hs-5a sont portés par les carbones qui résonnent a 6c 121,5
(C-9), 116,9 (C-6), 129,0 (C-7), 124,9 (C-8), 125,1 (C-2), 103,9 (C-3) et 33,1 (C-5a) respectivement.

Le déplacement chimique du carbone C-5a suggére qu’il est lié a un atome d’azote (Zhang et al,. 2014).

[
L 7
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Figure 111.6. Spectre HSQC du composé Acl

Le spectre RMN 3C réalis¢ dans CDsOD (Figure 111.7) montre un signal a dc 152,4
correspondant a un carbone quaternaire d’un amide (Hao et al., 2017). D’autres signaux apparaissent
sur ce spectre a 5c 108,6, 115,1, 134,8 et 135,1 assignés aux carbones sp?.
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Figure 111.7. Spectre RMN *C du composé Acl (CD3zOD, 150 MHz)
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Toutes ces caractéristiques spectrales nous orientent vers une structure de type quinolone (Hao
etal., 2017).

Le spectre HMBC (Figure 111.8) présente des taches de corrélation entre les protons H-7 et H-9
et le carbone résonant a d¢ 135,1 correspondant au carbone aromatique C-6a. Ainsi, les protons H-8 et
H-6 indiquent des corrélations avec le carbone a dc 115,1 assigné au C-9a. A ce niveau, tous les
protons et carbones du cycle aromatique ont été attribués (Figure 111.9).
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Figure 111.8. Spectre HMBC du composé Acl

Figure 111.9. Correlation HMBC au niveau du cycle benzene

Les protons Hs-5a du méthyle montrent un couplage en 3J avec le carbone C-4 de la fonction
amide (-CON-) & 152,4 ppm, ce qui confirme que 1’hétéroatome lié au méthyle est I’azote. Les mémes
protons correlent avec le carbone C-6a indiquant que la fonction amide est portée par le carbone C-6a

du cycle aromatique.
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Le proton H-9 couple en 3J avec un carbone a 8¢ 134,8 correspondant au carbone quaternaire
C-9b lié directement au carbone C-9a. De plus, son déplacement chimique suggére qu’il est lié a un

atome éléctro-attracteur (Figure 111.10).

T

8 9b
9a
7 K
p 6a~N 4\0

Ch/

Figure 111.10. Correlation HMBC de H-9 et Hs-5a

Les deux protons H-2 et H-3 montrent des corrélations en 3J avec le carbone C-9b d’un coté, et
un carbone a 108,6 ppm attribué au carbone C-3a d’un autre coté. Cependant, le proton H-2 montre un
couplage lointain en 4J avec le carbone de la fonction amide C-4 a 8¢ 152,4 (Figure 111.11), ce qui nous

conduit a conclure :

-le carbone C-2 est relié au carbone C-9b par I’intermédiaire d’un hétéroatome qui est forcément un
azote vu la masse paire de 1’ion moléculaire observé sur le spectre de masse (Figure 111.3), formant

ainsi un cycle pyrrole.

-le carbone C-3a relie les deux carbones C-3 et C-4 et forme un autre cycle de type pyridine incluant le

groupement amide.

Figure 111.11. Correlation HMBC des protons H-2 et H-3

Il en résulte que ce composé contient deux cycles : benzene et pyrrole reliés au noyau pyridine

central. Ceci conduit a une structure de type pyrroloquinolone.

-
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A TDissue de cette analyse, le nouveau composé Acl (Figure I11.1) est identifié comme 5-
méthyl-4,5-dihydro-1H-pyrrolo [3,2-c] quinolin-4-one, précédemment synthétisée par Tim et Keith
(1997), et que nous avons nommeé pyrroloquinolone A. Ce métabolite secondaire a été isolé pour la
premiére fois du réegne végetale, fait partie de la classe des quinolones qui sont connues pour leurs

activités biologiques intérésentes comme anticholinesterase (Mermer et al., 2018), antimicrobienne

(Chen et al., 2016), antiproliferative (Zhou et al., 2017) ....

Tableau I11.1. Déplacements chimiques en RMN *H et **C du composé Acl dans CDsOD

Acl
Position o, m,J dc
2 7,46, 1H, d, 3,1 Hz 125,1
3 7,12,1H,d, 3,1 Hz 103,9
3a - 108,6
4 - 152,4
Sa 4,02, 3H,s 33,1
6a - 135,1
6 8,01, 1H, d, 8,7 Hz 116,9
7 7,75, 1H, tl, 8,1 Hz 129,0
8 7,61, 1H,t, 7,6 Hz 1249
9 8,24, 1H, dl, 8,0 Hz 121,5
9a - 115,1
9b - 134,8

111.1.2. Elucidation structurale du composé Ac2

Le produit Ac2 (Figure I11.12) est obtenu sous forme d’une poudre amorphe blanche soluble
dans le méthanol. Il donne une tache visible sous UV a 254 et 366 nm sur sa CCM, qui se révele avec

une couleur marron tres claire lors de la révélation avec 1’acide sulfurique et le chauffage.

Le spectre de masse ESI-MS en mode positif (Figure 111.13) du composé Ac2 indique un pic

d’ion moléculaire a m/z = 189 [M]*, soit une masse moléculaire de 189 Da correspond a une formule

brute de C11H11NO> et un nombre d’insaturation égale a 7.
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Figure 111.13. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Ac2
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Les spectres RMN *H et 3C du composé Ac2 effectués dans CDsOD (Figures 111.14 et 111.15)

montrent une similitude structurale avec ceux du produit Acl (Figures I11.4 et 111.7).
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Figure 111.14. Spectre RMN *H du composé Ac2 (CDsOD, 600 MHz)
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Figure 111.15. Spectre RMN 3C du composé Ac2 (CDsOD, 150 MHz)

En effet, le noyau aromatique di-substitué en ortho est représenté par les quatres signaux a ox
8,11 (1H, d, 8,1 Hz), 7,83 (1H, d, 8,6 Hz), 7,78 (1H, td, 8,6, 1,3 Hz), 7,46 (1H, t, 7,8 Hz) correspondant
aux protons H-5, H-8, H-7 et H-6 respectivement. Ces attributions ont été confirmées par le spectre
COSY (Figure 111.16).
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Figure 111.16. Spectre COSY du composé Ac2

Un signal sous forme d’un singulet sur le spectre RMN 1H repéré a 6,40 ppm (1H, s) est assigné
a un proton d’une double liaison nommé H-3. Son carbone résonne a dc 90,0 selon les I’éxperience
HSQC.
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Deux signaux détecteés d’intégration 3H a 61 4,05 et 3,78 chacun correspondent a deux méthyles liés a
des atomes éléctro-attracteurs. L’analyse du spectre HSQC (Figure 111.17) permet d’attribuer les
carbones de ces deux méthyles a c 56,3 et 32,8 respectivement. Il s’agit donc d’un méthoxyle
(CH3-0O-) (6n 4,05/ 3¢ 56,3) et d’un méthyle lié a 1’azote (CH3-N-) (8n 3,78/ 3¢ 32,8).
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Figure 111.17. Spectre HSQC du composé Ac2

Le spectre HMBC (Figure 111.19) présente des corrélations en 3J entre les protons H-6 et H-8
avec un carbone a o¢c 117,5 qui correspondent au carbone C-4a, les deux autres protons du noyau
aromatique H-5 et H-7 couplent en 3J avec un carbone a 138,6 ppm assigné au carbone C-8a. Ces deux

carbones C-4a et C-8a représentent les deux carbones substitués du cycle aromatique (Figure 111.18).

Figure 111.18. Correlations HMBC au niveau du cycle aromatique
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Figure 111.19. Spectre HMBC du composé Ac2

Le proton aromatique H-5, le proton éthylénique H-3 et les protons du groupement méthoxyle Hs-4’

correlent en HMBC avec un carbone résonant a éc 164,6 attribuable au carbone C-4 (Figure 111.20).

Figure 111.20 Corrélations HMBC avec le carbone C-4

En plus, le proton H-3 présente des couplages HMBC avec le carbone quaternaire aromatique

C-4a deja identifié. Par ailleurs, le carbone aromatique quaternaire C-8a corréle en HMBC avec les

protons Hs-1' du groupement méthyle amine (CHs-N-) attestant que ce substituant est lié au noyau




Partie I11. Résultats et discussion Chapitre 1. Etude spectrale des composés isolés de Atractylis cancellata L.

aromatique en position C-8a. Ces trois protons présentent également sur le spectre HMBC une
corrélation en 3J avec un carbone a 8¢ 157,2 qui ne pourait étre que le carbonyle d’un amide (Figure
111.21) (Hao et al., 2017).

Figure 111.21. Corrélations HMBC des protons Hs-1’ et H-3

A ce stade d’analyse, tous les protons et carbones de ce composé sont assignés. Aussi cette
¢lucidation nous a permis de déterminer le nombre d’atomes de carbone, hydrogeéne, oxygene et azote
comme suit : 11C, 11H, 20 et 1N. En tenant compte de la formule brute en C11H11NO> et le nombre
d’insaturations déja trouvé (I = 6), il reste une seule insaturation correspondant a la formation d’un
cycle a six chainons entre les carbones C-2 et C-3 correspondant au noyau pyridine comportant le

groupement amide (Figure 111.22).

Figure 111.22. Structure finale du composé Ac2

D’aprés ces données et la comparaison avec celles de la littérature (Coppola et al., 1981), le
produit Ac2 est elucidé comme 4-méthoxy-1-méthyl-2-quinolone, isolé pour la premier fois de la
famille Asteraceae. Ce composé a été isolé et évalué pour son activité antimicrobienne a partir de deux
plantes Helietta apiculata (Fernandes et al., 2017) et Hortia superba (Severino et al., 2015) de la

famille Rutaceae.

-
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Tableau I11.2. Déplacements chimiques en RMN *H et **C du composé Ac2 dans CDsOD

Ac2
Position oH, m, J dc
1 3,78, 3H, s 32,8
2 - 157,2
3 6,40, 1H, s 90,0
4 - 164,6
4’ 4,05, 3H, s 56,3
4a - 117,5
5 8,11, 1H, d, 8,1 Hz 1234
6 7,46, 1H,t,7,8 Hz 1248
7 7,78, 1H, td, 8,6, 1,3 Hz 133,1
8 7,83, 1H, d, 8,6 Hz 115,9
8a - 138,6

111.1.3. Elucidation structurale du composé Ac3

Le métabolite secondaire Ac3 (Figure 111.23) est purifié sous forme d’une poudre jaune soluble
dans I’acétone. Il est visible sous la lumiere UV a 254 et 366 nm, et se colore en jaune apres la

révélation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage.

Deux pics d’ions pseudo-moléculaires du composé Ac3 sont observés sur le spectre de masse
ESI-MS en mode négatif (Figure 111.24) a m/z = 253 [M-H] et 507 [2M-H], correspondant a une masse

moléculaire de 254 Da et une formule brute en C15H19Oa4.

Chrysine

Figure 111.23. Structure du composé Ac3
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Figure 111.24. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Ac3

Le composé Ac3 présente sur son spectre RMN *H enregistré dans 1’acétone-ds (Figure 111.25)
des signaux caractéristiques du squelette flavone. En effet, il montre des résonances a én 6,77 (1H, s),
6,58 (1H, d, 2,1 Hz) et 6,29 (1H, d, 2,1 Hz) qui correspondent aux protons H-3, H-8 et H-6
respectivement des cycles A et C des flavonoides.

Un autre signal sous forme d’un multiplet d’intégration 3H repéré a 7,60 ppm (3H, m) est
attribué aux protons aromatiques H-3’, H-4' et H-5', en plus d’un doublet de doublets qui résonne a
on 8,05 (2H, dd, 8,1, 1,8 Hz) correspond aux protons H-2' et H-6". Cela montre que le cycle B du
squelette flavone est mono-substitué.

Figure 111.25. Spectre RMN *H du composé Ac3 (Acétone-ds, 500 MHz)

L’analyse du spectre RMN 3C J-modulé réalisé dans ’acétone-ds (Figure 111.26), ainsi que la
comparaison avec les données de la littérature (Liu et al., 2010), permettent 1’attribution des carbones
de ce composé comme suit : les carbones qui résonnent a éc 95,1, 99,8, 105,7 et 106,3 correspondent

aux carbones C-8, C-6, C-10 et C-3 respectivement. Tandis que, les carbones du cycle B sortent dans la
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zone entre 125-135 ppm. Les carbones oxygénes C-9, C-5, C-2 et C-7 sont indiqués par les pics a
159,1, 163,4, 164,7 et 165,9 ppm. Le dernier carbone & attribuer est le carbone C-4 qui résonne a dc
182,4.

8

oS w0 o so e 70 o ©o L 50 an a0 a3 30 -1 20 LB 10 5 ppm

Figure 111.26. Spectre RMN *C J-modulé du composé Ac3 (Acétone-ds, 125 MHz)

Donc, le composé Ac3 est identifié comme la chrysine, qui a été déja isolée de la plante A. flava
(Chabani et al., 2013) du méme genre, ainsi de I’espéce Ziziphora clinopodioides (Lamiaceae) (Zhang

et al., 2018) et autres plantes.

Tableau I11.3. Déplacements chimiques en RMN *H et *3C du composé Ac3 dans I’ Acétone-de

Ac3
Position o, m, J dc | Position o, M, J dc
2 - 164,7 1 - 132,5
3 6,77, 1H, s 106,3 2 8,05, 1H,dd, 8,1,1,8Hz 127,4
4 - 182,4 3 7,60, 1H, m 130,1
5 - 163,4 4' 7,60, 1H, m 132,8
6 6,29, 1H, d, 2,1 Hz 99,8 S 7,60, 1H, m 130,1
7 - 165,9 6 8,05 1H,dd, 8,1,1,8Hz 1274
8 6,58, 1H, d, 2,1 Hz 95,1
9 - 159,1
10 - 105,7
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I11.1.4. Elucidation structurale du composé Ac4

Le composé Ac4 (Figure 111.27) est isolé sous forme d’une poudre jaune amorphe soluble dans
le méthanol. 1l est visible sous lumiére UV a 254 et 366 nm et il apparait sous forme d’une tache jaune

sur la CCM lors de la révélation avec I’acide sulfurique et chauffage.

Le spectre de masse ESI-MS (Figure 111.28) en mode positif du produit Ac4 montre un pic d’ion
pseudo-moléculaire a m/z = 309 [M+K]" et correspond a une masse moléculaire de 270 Da et une
formule brute en C15H100s.

Apigénine

Figure 111.27. Structure du composé Ac4
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Figure 111.28. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Ac4

Des signaux caractéristiques des flavonoides de type flavone visualisés sur les deux spectres
RMN *H et *C enregistrés dans CD3OD (Figures 111.29 et 111.30) du produit isolé Ac4, nous aménent &
identifier les protons H-3, H-8 et H-6 des cycles A et C du flavone a én 6,63 (1H, s), 6,49 (1H, sl) et

6,24 (1H, sl) respectivement. Le noyau aromatique B est représenté par deux doublets d’intégration 2H
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chacun a 61 7,88 (2H, d, 8,1 Hz, H-2', H-6") et 6,95 (2H, d, 8,1 Hz, H-3’, H-5') indiquant que le cycle B
est di-substitué en para.
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Figure 111.29. Spectre RMN *H du composé Ac4 (CD3zOD, 500 MHz)

Le spectre RMN 3C confirme la symétrie du cycle B représentée par les deux signaux intenses
aoc 128,4 (C-2', C-6') et 116,0 (C-3', C-5’). Le carbone C-4 du carbonyle est repéré a oc 181,7.

4

Figure 111.30. Spectre RMN *C du composé Ac4 (CDsOD, 125 MHz)

A cet effet, et vu les données collectées des spectres RMN et la comparaison avec celles de la
littérature (Liu et al., 2010), le compose Ac4 (Figure 111.27) est identifié comme I’apigénine. Ce

composé possedant une activité antioxydante modéree, a été isolé entérieurement de plusieurs especes
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comme Atractylis flava (Chabani et al., 2013), Euterpe oleracea (Arecaceae) (Brunschwig et al., 2017)

et Ziziphora clinopodioides (Lamiaceae) (Zhang et al., 2018).

Tableau I11.4. Déplacements chimiques en RMN *H et **C du composé Ac4 dans CDsOD

Ac4
Position o, m, J dc | Position on, M, J dc
2 - 161,2 1 - 1211
3 6,63, 1H, s 102,8 2 7,88, 1H, d, 8,1 Hz 128,4
4 - 181,7 3 6,95, 1H, d, 8,1 Hz 116,0
5 - 163,7 4' - 161,4
6 6,24, 1H, sl 98,6 5 6,95, 1H, d, 8,1 Hz 116,0
7 - 164,5 6 7,88,1H, d, 8,1 Hz 128,4
8 6,49, 1H, sl 94,0
9 - 157,3
10 - 103,5

111.1.5. Elucidation structurale du composé Ac5

Le produit Ac5 (Figure I11.31) est purifié sous forme d’une poudre jaune soluble dans le

méthanol. 1l est visible sous UV a 254 et 366 nm, et donne une tache jaune foncé sur sa CCM aprés une

révélation avec une solution d’acide sulfurique et chauffage.

Le spectre de masse ESI-MS en mode positif (Figure 111.32) du métabolite secondaire Ac5

indique un pic d’ion moléculaire & m/z = 330 [M]", donnant une masse moléculaire de 330 Da et une

formule brute de C17H1405.

Tricine

Figure 111.31. Structure du composé Ac5
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Figure 111.32. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Ac5

Vu la tache jaune sur la CCM et les trois signaux observés sur le spectre RMN *H effectué dans
CDs0OD (Figure 111.33) a o+ 6,70 (1H, s, H-3), 6,51 (1H, sl, H-8) et 6,24 (1H, sl, H-6) et qui sont
caractéristiques des flavones comme il est déja mentionné lors de I’interprétation des composé Ac3 et

Ac4, on conclut que le composé Ac5 est une flavone.

Le spectre RMN H montre aussi la presence d’un singulet d’intégration 6H a &n 3,98
attribuable a deux groupements méthoxyles, ainsi qu’un signal déblindé s’intégrant pour 2H a o1 7,28
correspondant aux protons H-2' et H-6" du cycle B. Ceci suggére une symétrie au niveau du noyau
aromatique B. En conséquence, les deux méthoxyles sont placés sur les carbones aromatiques C-3" et
C-5".
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Figure 111.33. Spectre RMN *H du composé Ac5 (CD3OD, 500 MHz)
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D’aprés 1’analyse des spectres RMN 'H et masse, et la comparaison avec un échantillon témoin
et les données de la littérature (Ghasemi et al., 2018), le composé Ac5 est identifé comme la tricine,
isolée pour la premiere fois du genre Atractyis.

Elle présente une bonne activité antioxydante et antiproliférative d’apres les tests faits sur ce
composé isolé des especes Arenaria kansuensis (Caryophyllaceae) (Cui et al., 2018) et Myoporum

bontioides (Scrophulariaceae) (Weng et al., 2017).

Tableau I11.5. Déplacements chimiques en RMN *H du composé Ac5 dans CDsOD

Ac5
Position o, m, J Position o, m, J

2 - 1 -

3 6,70, 1H, s 2 7,28, 1H, s
4 - 3 -

5 - 4' -

6 6,24, 1H, sl S -

7 - 6 7,28, 1H, s
8 6,51, 1H, sl 3" 3,98, 3H, s
9 - 5" 3,98, 3H,s
10 -

111.1.6. Elucidation structurale du composé Ac6

Le produit Ac6 (Figure 111.34) est obtenu sous forme d’une poudre jaune visible sous UV a 254
et 366 nm et soluble dans le méthanol. 1l donne une tache jaune sur la CCM aprés la révélation avec

’acide sulfurique et chauffage.

Le spectre de masse en mode positif ESI-MS du composé Ac6 dévoile un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m/z = 325 [M+Na]*, ce qui indique une masse moléculaire de 302 Da et une formule
brute de C15H1007.
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Quercétine

Figure 111.34. Structure du composé Ac6

Les spectres RMN H et °C enregistrés dans CDsOD (Figures 111.35 et 111.36) du produit Ac6
suggerent que la nature de ce flavonoide est de type flavonol, du fait de 1’absence du signal du proton
H-3 et I’apparition sur le spectre RMN *C d’un signal a 8¢ 137,3 attribué au carbone C-3 porteur d’un
groupement hydroxyle. Ceci est confirmé par le déplacement chimique du carbone C-4 a &¢ 177,3, car

dans le cas de la présence du proton H-3, le carbone C-4 du carbonyle résonnerait vers dc 182.

L’analyse du spectre RMN H permet d’assigner les déplacements chimiques des protons du
cycle A méta-couplés H-6 et H-8 a 61 6,18 (d, 1,8 Hz) et 6,39 (d, 1,8 Hz) respectivement. Le cycle B
du flavonol est représenté par trois signaux qui résonnent sous forme d’un singulet large, un doublet
large et un doublet a 6w 7,74 (1H, sl, H-2"), 7,63 (1H, dl, 7,8 Hz, H-6") et 6,88 (1H, d, 7,8 Hz, H-5'),

cela montre que le cycle B est ortho-disubstitué.

7.7 76 75 74 73 7.2 7 7.0 6.9 6.0 8.7 6.6 65 64 6.3 ppm

H-8 1.6
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Figure 111.35. Spectre RMN *H du composé Ac6 (CD3OD, 500 MHz)
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L’absence d’autres signaux sur le spectre RMN *H indique que les positions C-3, C-5, C-7, C-3'

et C-4' sont porteuses des groupements hydroxyles libres.

Le spectre RMN *3C J-modulé (Figure 111.36) révéle les déplacements chimiques de tous les

carbones de ce composé (Tableau 111.6).
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Figure 111.36. Spectre RMN *C J-modulé du composé Ac6 (CD3OD, 125 MHz)

A I’issue de cette analyse spectroscopique et la comparaison avec les données de la littérature

(Liu et al., 2010), on identifie le métabolite secondaire isolé Ac6 comme la quercétine.

Elle est connue pour son activité antioxydante et est utilisée étant méme comme un standard de
comparaison pour cette activité, vu son pouvoir a piéger les radicaux libres. Elle est aussi utilisée
comme additif alimantaire antioxydant dans les jus. Cette molécule présente aussi une bonne activité
antifongique (Lu et al., 2002). Plusieurs études signalent la présence de la quercétine dans une variété
de plantes médicinales. On cite quelques plantes comme Atractylis flava (Chabani et al., 2013, Melek
et al., 1992), les Euphorbiaceae Euphorbia guyoniana (Boudiar et al., 2010), E. lunulata (Nishimura et
al., 2005), E. wallichii (Taskeen et al., 2009) et Ziziphora clinopodioides (Lamiaceae) (Zhang et al.,
2018).
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Tableau I11.6. Déplacements chimiques en RMN *H et **C du composé Ac6 dans CD3OD

Acb6
Position o, m, J dc | Position on, M, J dc
2 - 148,0 1 - 1241
3 - 137,3 2 7,74, 1H, sl 116,0
4 - 1773 3 - 146,2
5 - 162,5 4' - 148,8
6 6,18, 1H, d, 1,8 Hz 99,2 S 6,88, 1H, d, 7,8 Hz 116,2
7 - 165,6 6 7,63, 1H, dl, 7,8 Hz 121,6
8 6,39, 1H, d, 1,8 Hz 94,4
9 - 158,2
10 - 104,5

111.1.7. Elucidation structurale du composé Ac7

Le métabolite secondaire Ac7 (Figure 111.37) est purifié sous forme d’une poudre jaune soluble
dans le méthanol. Il est visible sous la lumiére UV a 254 et 366 nm, sa tache apparait sur CCM sous

forme d’une tache jaune lors de la révélation avec I’acide sulfurique et le chauffage.

Le spectre de masse ESI-MS (Figure 111.38) en mode positif du produit Ac7 montre un pic d’ion
pseudo-moléculaire a m/z = 487 [M+Na]", soit une masse moléculaire de 464 Da et une formule brute
de C21H20012.

H
OH
Quercétine-3-0-3-D-glucopyranoside

Figure 111.37. Structure du composé Ac7
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Figure 111.38. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Ac7

L’analyse du spectre RMN *H permet de localiser les signaux de la partie aglycone du
flavonoide entre 6 et 8 ppm, ainsi que les résonances des protons de la partie osidique allant de 3 &4 5,5

ppm. Ceci suggere que ce composé est un flavonoide glycosylé.

Les spectres RMN *H et *C J-modulé réalisés dans CDsOD (Figures 111.39 et 111.40) montrent
une grande similarité au niveau de la partie génine avec ceux du composé Ac6 (Figures 111.35 et 111.36)
déja identifié, permettant ainsi de caractériser la génine a la quércétine.

En outre, le spectre RMN *H réveéle un signal d’un proton anomérique sous forme de doublet a
dn 5,37 (1H, d, 7,6 Hz, H-1"). D’autres signaux détéctés dans la zone entre 61 3,20 a 3,80 des protons

osidique seront attribués a 1’aide de I’expérience COSY.
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Figure 111.39. Spectre RMN *H du composé Ac7 (CD3OD, 500 MHz)
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Figure 111.40. Spectre RMN *C J-modulé du composé Ac7 (CD3OD, 125 MHz)

Le spectre COSY (Figure 111.41) montre la corrélation entre le proton anomérique H-1" et le
proton a éx 3,50 (1H, dd, 9,0, 7,8 Hz) qui correspond au proton H-2". Ce dernier couple avec un proton
a on 3,44 (1H,t, 9,0 Hz) assigné au proton H-3". Le triplet a 6w 3,37 (1H, t, 9,8 Hz) du proton H-4"
montre des taches de corrélations avec le proton H-3" et le proton H-5" résonant a én 3,19 (1H, ddd,
9,4, 5,4, 2,1 Hz). Ce dernier couple avec les deux protons geminés H-6"a et H-6"b a 61 3,73 (1H, dd,
11,9, 2,2 Hz) et 3,60 (1H, dd, 11,7, 5,5 Hz) respectivement.
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Figure 111.41. Spectre COSY (étalement de la partie osidique) du composé Ac7
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La présence de six protons osidiques avec les grandes constantes de couplages fournis entre les
protons (H-1"/H-2", H-2"/H-3", H-3"/H-4" et H-4"/H-5") nous conduit & identifier un glucose de
configuration g (Figure 111.42).

Figure 111.42. Couplage COSY du sucre

Les déplacements chimiques des carbones de ce sucre sont déterminés a 6¢c 102,9 (C-1"), 74,3
(C-2"), 76,7 (C-3"), 69,8 (C-4"), 77,0 (C-5") et 61,1 (C-6") par analyse du spectre HSQC (Figure
111.43).
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Figure 111.43. Spectre HSQC du composeé Ac7
Le spectre HMBC (Figure 111.44) révéle un couplage en 3J entre le proton anomére H-1" et le
carbone C-3 de I’aglycone, cela indique que le glucose est attaché au carbone C-3 par une liaison
oxygénée (Figure 111.45), vu le déplacement chimique du carbone C-1" a 102,9 ppm.
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Figure 111.44. Spectre HMBC du composé Ac7

Figure 111.45. Corrélation HMBC entre H-1"et C-3

A I’issue de cette analyse et étant la comparaison avec les données de la littérature, le composé
Ac7 (Figure 111.37) est élucidé comme quercétine-3-O-4-D-glucopyranoside (Chang et al., 2009).
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Ce composé a une bonne activité antioxydante et il a été isolé antérieurement des especes
Euphorbia guyoniana (Boudiar et al., 2010) et Ziziphora clinopodioides (Lamiaceae) (Zhang et al.,
2018). Par contre notre étude signale pour la premiere fois I’existence de ce composé dans le genre

Atractylis.

Tableau I11.7. Déplacements chimiques en RMN *H et **C du composé Ac7 dans CDsOD

Ac7
Position on, M, J dc | Position o, M, J dc

2 - 158,0 1" 5,37, 1H, d, 7,6 Hz 102,9
3 - 134,8 2" 3,50, 1H, dd, 9,0, 7,8 Hz 74,3
4 - 178,1 3" 3,44, 1H,1,9,0 Hz 76,7
5 - 161,7 4" 3,37, 1H,t,9,8 Hz 69,8
6 6,23, 1H, d, 1,9 Hz 98,5 5" 3,19, 1H, ddd, 9,4,5,4,2,1Hz 77,0
7 - 164,6 6"a 3,73,1H,dd, 11,9, 2,2 Hz 61,1
8 6,43, 1H, d, 1,9 Hz 93,3 6"b 3,60, 1H, dd, 11,7, 5,5 Hz

9 - 157,1

10 - 102,9

1 - 121,7

2 7,73,1H,d, 2,0 Hz 116,1

3 - 140,1

4 - 144,6

5 6,89, 1H, d, 8,5 Hz 114,6

6' 7,61, 1H,dd, 8,5 2,0Hz 121,8

111.1.8. Elucidation structurale du composé Ac8

Le produit Ac8 (Figure 111.46) est isolé sous forme d’une poudre jaune soluble dans le
méthanol. Il montre une tache visible sous UV a 254 366 nm, qui se colore en jaune apres la révélation

avec une solution d’acide sulfurique et chauffage.

Ce compose indique sur son spectre de masse ESI-MS (Figure 111.47) un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m/z = 471 [M+Na]*, soit une masse moléculaire de 448 Da et une formule brute de

C21H20011. Présumant que le produit Ac8 est du méme type que Ac7 (basant sur leurs polarités et la
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couleur des taches sur CCM), on remarque une différence de -16 Da sur la masse du produit Ac8 par

rapport au composé précédent Ac7 correspondant a la perte d’un atome d’oxygene.

OH (6]

Isoorientine

Figure 111.46. Structure du composé Ac8
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Figure 111.47. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Ac8

En comparant les spectres RMN H et 3C J-modulé effectués dans CDsOD (Figures 111.48 et
111.49) avec ceux du produit precédent Ac7 (Figures I11.39 et 111.40), et en suivant la méme méthode
d’interprétation, on remarque que les deux structures sont proches (partie aglycone et sucre), avec une
légére différence représentée particuliérement sur le spectre RMN H par I’absence du signal de proton
résonant a 6,23 ppm (H-6). En plus de 1’apparition d’un autre signal plus déblindé que le H-8 (6H 6,47,

S), repéré a on 6,53 sous forme d’un singulet attribuable au proton H-3.
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Figure 111.48. Spectre RMN H du composé Ac8 (CDsOD, 500 MHz)
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Figure 111.49. Spectre RMN *C J-modulé du composé Ac8 (CD3OD, 125 MHz)

Ceci est confirmé par le spectre HSQC qui montre les corrélations H-8/C-8 (6¢ 93,8) et H-3/C-3
(8¢ 102,5) (Figure 111.50).

L’analyse des spectres HSQC et COSY (Figures II1.50 et II1.51) conduit a I’identification des
protons du cycle B, ainsi que leurs carbones comme suit : les protons H-2' (7,3, d, 2,2 Hz), H-5' (6,9, d,
8,9 Hz) et H-6' (7,36, dd, 8,9, 2,2 Hz) sont porteés par les carbones a oc 112,7 (C-2'), 115,4 (C-5) et
118,9 (C-6").
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Figure 111.50. Spectre HSQC du composé Ac8
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Figure 111.51. Spectre COSY du composé Ac8
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La determination des déplacements chimiques des carbones quaternaires de la génine repose sur

I’examen du spectre HMBC (Figure I11.52). En effet, il montre les couplages a longue distance entre :
-Le proton H-5’ et les carbones C-4' (149,6), C-3' (145,6) et C-1' (122,1).

-Le proton H-6" avec le carbone C-2 (164,8).

-Le proton H-3 et les carbones C-4 (182,7), C-2 (164,8), C-5 (160,6) et C-10 (102,5).

-Le proton H-8 avec le carbone C-7 (163,4), C-9 (157,3) et C-10 (102,5).

En plus le proton H-8 présente une tache de corrélation HMBC avec un carbone quaternaire résonant a
107,7 ppm ne pouvant étre que le carbone C-6 (Figure 111.53).
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Figure 111.52. Spectre HMBC du composé Ac8
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Figure 111.53. Corrélations HMBC au niveau de la génine

La partie osidique est élaborée en analysant le spectre COSY qui révele les corrélations n

systéme de spins entre :

-H-1" (4,92, d, 9,9 Hz)/H-2" (4,19, t, 9,4 Hz)
-H-2"/H-3" (3,49, t, 8,6 Hz)

-H-3"/H-4" (3,50, t, 8,6 Hz)

-H-4"/H-5" (3,43, m)

-H-5"/H-6"b (3,77, dd, 12,1, 5,4 Hz)
-H-6"b/H-6"a (3,91, dd, 12,1, 2,2 Hz)

A T’aide de I’expérience HSQC, les déplacements chimiques des carbones de cet hexose sont
déterminés a ¢ 73,9 (C-1"), 71,2 (C-2"), 78,7 (C-3"), 70,4 (C-4"), 81,2 (C-5") et 61,5 (C-6"). A I’issue
de cette analyse et par comparaison avec les données de la littérature (Chang et al., 2009), I'unité

osidique (hexose) a éte identifiée a f-D-glucopyranose.

Le spectre HMBC (Figure 111.52) montre des taches de correlation entre le proton anomerique
H-1" et les carbones a &c 107,7, 160,6 et 163,4 correspondant aux carbones C-6, C-5 et C-7

respectivement.

D’aprés les données colléctées de I’analyse des différents spectres RMN on déduit que le -D-
glucose est attaché sur le carbone C-6 de la génine par une liaison carbone-carbone (Figure 111.54) vu le
déplacement chimique relativement blindé des carbones C-6 et C-1" par rapport aux flavonoides O-

glycosylés.

110




Partie I11. Résultats et discussion Chapitre 1. Etude spectrale des composés isolés de Atractylis cancellata L.

Figure 111.54. Corrélations HMBC montrant le point de branchement du sucre a la génine

Il s’agit donc d’un flavonoide C-glucosylé nommeé isoorientine (Chang et al., 2009). Ce
composé est connu comme un bon antioxydant et est présent dans plusieurs espéce comme Atractylis
gumifera (Chaboud et al., 1988), Oenocarpus bacaba et Oenocarpus bataua (Arecaceae) (Leba et al.,
2016).

Tableau 111.8. Déplacements chimiques en RMN *H et **C du composé Ac8 dans CDs0OD

Ac8
Position o, m, J dc | Position o, M, J dc

2 - 164.8 1" 4,92,1H,d, 9,9 Hz 73,9
3 6,53, 1H, s 102,5 2" 4,19, 1H,t,9,4 Hz 71,2
4 - 182,7 3" 3,49, 1H,t, 8,6 Hz 78,7
5 - 160,6 4" 3,50, 1H,t, 8,6 Hz 70,4
6 - 107,7 5" 3,43, 1H,m 81,2
7 - 163,4 6"a 3,91,1H,dd, 12,1,2,2Hz 61,5
8 6,47, 1H, s 93,8 6"b 3,77,1H, dd, 12,1, 5,4 Hz

9 - 157,3

10 - 102,5

1 - 122,1

2 7,30,1H,d, 2,2 Hz 112,7

3 - 145,6

4’ - 149,6

S 6,90, 1H, d, 8,9 Hz 115,4

6 7,36,1H,dd, 8,9,22Hz 1189

111




Partie I11. Résultats et discussion Chapitre 1. Etude spectrale des composés isolés de Atractylis cancellata L.

111.1.9. Elucidation structurale du composé Ac9

Le métabolite secondaire Ac9 (Figure 111.55) est obtenu sous forme d’une poudre jaune soluble
dans le méthanol. 1l présente une fluorecence sous la lumiére UV a 254 et 366 nm. La révélation de sa

CCM avec I’acide sulfurique et le chauffage montre une tache jaune foncé.

Le spectre de masse ESI-MS en mode positif (Figure 111.56) du produit Ac9 montre la présence
d’un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 631 [M+Na]*, qui correspond a une masse moléculaire de

608 Da et une formule brute en C2sH32015, soit 13 insaturations.

Diosmine

Figure 111.55. Structure du composé Ac9
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Figure 111.56. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Ac9

Le spectre RMN H enregistré dans CD3OD (Figure 111.57) dévoile la présence d’un squelette
flavone indiqué par les trois signaux résonant a 1 6,83 (1H, s, H-3), 6,77 (1H, d, 1,9 Hz, H-8) et 6,47

(1H, d, 1,9 Hz, H-6), un cycle aromatique (cycle B) tri-substitué en position ortho et para indiqué par
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les signaux a én 7,45 (1H, d, 2,2 Hz, H-2"), 7,14 (1H, d, 8,7 Hz, H-5') et 7,58 (1H, dd, 8,6, 2,2 Hz, H-
6). Le spectre montre aussi, un groupement méthoxyle a dn 3,88 (3H, s, H-7"), et deux sucres d’une

nature différente caractérisés par les deux protons anomériques a 61 5,08 (1H, d, 7,3 Hz, H-1') et 4,55

(1H, sI, H-1").
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Figure 111.57. Spectre RMN H du composé Ac9 (CDsOD, 500 MHz)

L’analyse des spectres RMN *C J-modulé (Figure 111.58), COSY (Figure 111.59), HSQC
(Figure I11.60) et HMBC (Figure II1.61) nous permet d’identifier la partie aglycone de ce composé
comme un dérivé de la luteoline (Benayache et al., 2014), nommé 4’-méthoxy luteoline (Figure 111.62).

S— — PO USSP —
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Figure 111.58. Spectre RMN **C J-modulé du composé Ac9 (CD3OD, 125 MHz)
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Figure 111.59. Spectre COSY du composé Ac9
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Figure 111.60. Spectre HSQC du composé Ac9
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Figure 111.62. Structure de la partie génine du composé Ac9

Le spectre COSY (Figures 111.59 et 111.63) permet 1’identification de la partie osidique. Le
proton H-1" couple avec un proton a én 3,28 (1H, m) qui correspond au proton H-2", lequel corréle a
son tour avec le proton H-3" & &4 3,34 (1H, m). Ce dernier montre une tache de corrélation avec le
signal a 6 3,17 (1H, m) assigné au proton H-4". Tandis que le proton H-5" qui résonne a 64 3,61
(1H, m) couple avec H-4", H-6"a et H-6"b, distingues par les deux signaux a én 3,88 (1H, dlI, 11,6 Hz)
et 3,47 (1H, m) respectivement.
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Cela nous conduit a déterminer la nature du premier sucre qui se présente comme un hexose
(glucose ou galactose) de configuration f vu la grande constante de couplage entre les prontons
H-1"/H-2" (In-1m-2 = 7,3 Hz). Le déplacement chimique du proton H-4" & 61 3,61 suggere un glucose

parce que dans le cas d’un galactose ce proton sera relativement déblindé vers on = 4 ppm.

Les déplacements chimiques des carbones correspondant sont déterminés par I’examen du
spectre HSQC (Figures 111.60 et 111.64) a 6¢ 100,4 (C-1"), 73,6 (C-2"), 76,7 (C-3"), 70,0 (C-4"), 76,1
(C-5") et 66,5 (C-6"). Ces valeurs suggerent que cet hexose est un glucopyranoside (Bokesch et al.,
2008).

Le deuxiéme proton anomérique H-1"" corréle sur le spectre COSY avec le proton H-2"" a
OH 3,67 (1H, sl), en suivant la chaine des corrélations on trouve que ce dernier proton couple avec H-3"
a on 3,47 (1H, m), qui montre a son tour une tache de corrélation avec H-4"" a 64 3,15 (1H, m). Le
proton a én 3,41 (1H, m) correspondant au proton H-5"" indique des taches de corrélations entre le
proton H-4"" ainsi qu’avec le doublet du méthyle a 61 1,08 (3H, d, 6,2 Hz) assigné aux protons Hs-6"".
Ceci conduit a identifier un déoxyhexose dont les atomes de carbones sont assignés a 6¢c 101,1 (C-1"),
70,8 (C-2"), 71,2 (C-3"), 72,5 (C-4"), 68,8 (C-5"") et 18,3 (C-6") selon le spectre HSQC. Ces
attributions correspondant a un rhamnopyranoside (Szeleszczuk et al., 2017).
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Figure 111.63. Spectre COSY (étalement) du composé Ac9
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Figure 111.64. Spectre HSQC (étalement) du composé Ac9

Le déblindage du C-6" du glucose a 68,8 ppm ainsi que sa corrélation observé sur le spectre
HMBC (Figure 111.61) avec le proton anomere H-1"" du rhamnose permet d’élaborer la liaison inter-

osidique (C-1"-O-C-6") et identifier la séquence suivante (Figure 111.65) :

Figure 111.65. Corrélation HMBC indiquant la liaison interglycosidique (rutinose)

Le point d’encrage de 1’unité osidique a I’aglycone est établi en analysant le spectre HMBC qui
montre un couplage en 3J entre le proton anomére H-1" du glucose avec le carbone C-7 du cycle A de
la génine (Figure 111.66).

Figure 111.66. Corrélation HMBC montrant le point de branchement de 1’unité osidique a la génine

117




Partie I11. Résultats et discussion Chapitre 1. Etude spectrale des composés isolés de Atractylis cancellata L.

Les données spectroscopiques et la comparaison avec la littérature (Szeleszczuk et al., 2017)
nous conduisent a assigner pour ce composeé Ac9 la structure 3',5,7-trihydroxy-4'-méthoxyflavone-7-
rutinoside nommeée diosmine. Ce produit est isolé pour la premiere fois genre Atractylis. 1l a été purifié
aussi des especes Ziziphora clinopodioides (Zhang et al., 2018) et Hyssopus officinalis (Ivashev et al.,
1995) de la famille Lamiaceae. Le diosmine présente plusieurs activités biologiques comme anti-

inflammatoire, anticoagulant, antioxydante et anti-apoptotique (Shalkami et al., 2018).

Tableau 111.9. Déplacements chimiques en RMN *H et **C du composé Ac9 dans CD30OD

Ac9
Position o, m, J dc | Position o, M, J dc

2 - 164,7 1" 5,08, 1H, d, 7,3 Hz 100,4
3 6,83, 1H, s 104,3 2" 3,28, 1H, m 73,6
4 - 182,4 3" 3,34, 1H, m 76,7
5 - 161,7 4" 3,17, 1H, m 70,0
6 6,47, 1H, d, 1,9 Hz 100,1 5" 3,61, 1H, m 76,1
7 - 163,4 6"a 3,88, 1H, dI, 11,6 Hz 66,5
8 6,77, 1H, d, 1,9 Hz 95,3 6"b 3,47, 1H,m

9 - 157,4 1" 4,55, 1H, sl 101,1
10 - 105,9 2" 3,67, 1H, sl 70,8
1 - 123,4 3" 3,47, 1H,m 71,2
2 7,45,1H,d, 2,2 Hz 113,6 4" 3,15, 1H, m 72,5
3 - 151,8 5" 3,41, 1H,m 68,8
4' - 148,2 6" 1,08, 3H, d, 6,2 Hz 18,3
5 7,14, 1H, d, 8,7 Hz 112,7

6 7,58,1H,dd, 8,6,22Hz 1194

7 3,88, 3H, s 56,3

111.1.10. Elucidation structurale du composé Acl10

Le compose Acl0 (Figure 111.67) a eté isolé sous forme d’une poudre amorphe jaune soluble
dams le méthanol. Sa CCM montre une tache visible sous lumiere UV a 254 et 366 nm, se révélant en

coloration jaune par 1’acide sulfurique et chauffage.
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Un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 335 [M+Na]" est visualisé sur le spectre de masse
ESI-MS en mode positif (Figure 111.68) du métabolite secondaire isolé Acl0, soit une masse
moléculaire de 312 Da et une formule brute en C14H160s, correspont a 7 insaturations.

Acide 4-0-cafféoyl-2-methyl-threonique

Figure 111.67. Structure du composé Ac10
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Figure 111.68. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Acl10

Le spectre RMN H effectué dans CDsOD (Figure 111.69) révéle la présence de trois signaux
dans la zone des aromatiques caractéristiques d’un noyau aromatique tri-substitué en ortho et para, a
on 7,07 (1H,d, 1,9 Hz), 6,97 (1H, dd, 8,2, 1,9 Hz), 6,80 (1H, d, 8,2 Hz) attribuables aux protons
désignés (H-10, H-14 et H-13) respectivement. Ce spectre montre aussi deux doublets avec une
constante de couplage de 15,9 Hz caractéristique d’une trans double liaison a 6+ 7,58 (1H, d, 15,9 Hz,
H-8) et 6,28 (1H, d, 15,9 Hz, H-7). Ces deux protons correlent en expérience HMBC (Figure 111.70)
avec un carbone d’une fonction ester nommé C-6 a 6c 167,7. Il est a noter 1’absence des signaux de
groupements méthoxyles. A ce stade, les données analysées sont caractéristiques du fragment caffeate
(Figure 111.71).
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Figure 111.70. Spectre HMBC du composé Ac10

Figure.l11.71. Corrélation HMBC des protons H-7 et H-8 du groupement cafféate
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Le spectre RMN H indique la présence de deux signaux de protons liés a des carbones
oxygénés qui forment un seul systeme de spins d’apres le spectre COSY (Figure I11.72), un doublet
d’intégration 2H a 4,27 ppm (2H, d, 5,8 Hz) correspond aux protons Ho-4, et un triplet d’intégration 1H
résonant a 4,06 ppm (1H, t, 5,8 Hz) accorde au proton H-3. Le dernier signal apparait a 1,48 ppm (3 H,
s) assigné aux protons méthyliques Hs- 2.
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Figure 111.72. Spectre COSY du composé Ac10

Les spectres RMN C J-modulé et HSQC (Figures 111.73 et 111.74) permettent d’assigner les
protons analysés a leurs carbones. En plus, on remarque la présence d’un deuxiéme carbonyle

représenté par le carbone a dc 176,7 attribué au carbone nommeé C-1.
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Figure 111.73. Spectre RMN *C J-modulé du composé Ac10 (CD3;0D, 125 MHz)
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Figure 111.74. Spectre HSQC du composé Ac10

En outre, le spectre HMBC (Figures 111.70 et 111.75) montre un couplage en 3J entre les protons
H2-4 et le carbone de la fonction ester C-6, cela indique que le carbone oxyméthyléne C-4 est lié
directement a la fonction ester. Les méme protons Ho-4 ainsi que les protons H-3 et Hz-2' correlent

avec un carbone quaternaire a dc 75,4 attribué au carbone C-2. D’autres couplages en 3J entre les

protons H-3 et Hz-2' et le carbone a ¢ 176,7 (C-1).

Figure 111.75. Corrélations HMBC de la partie aliphatique du composé Ac10

A Tlissue de cette analyse, tous les protons et carbones de ce composé ont été attribués et
correspondent au Ci14H150s, soit une masse de 311 Da, moins d’une unité par rapport a la masse

moléculaire (M = 312 Da) etablie par le spectre de masse (Figure 111.68). Il en résute que le carbone

C-1 fait partie de la fonction acide (Figure 111.76).
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Figure I111.76. Structure final établie du composeé Ac10

Les données spectrales obtenues et la mésure du pouvoir rotatoire [o]p?® = +14,9° (¢ 0,15,

MeOH) permettent d’attribuer au composé Acl0 la structure suivante acide 4-O-cafféoyl-2-methyl-

threonique (Uriburua et al., 2008). Ce compose a été isolé pour la premeére fois du genre Atractylis et

trouvé seulement dans quatre espéces du régne végeétale Viguiera pazensis (Uriburua et al., 2008),

Pericarpium zanthoxyli (Hong et al., 2018), Bidens parviflora (Jue et al., 2006) et Tithonia diversifolia

(Cana-Capatinta et al., 2017) de la famille Asteraceae.

Tableau 111.10. Déplacements chimiques en RMN *H et *3C du composé Ac10 dans CD3OD

Acl0
Position o, M, J dc | Position oH, M, J dc
1 - 176,7 9 - 126,4
2 - 75,4 10 7,07, 1H, d, 1,9 Hz 113,8
2 1,48, 3H, s 21,7 11 - 1454
3 1,06, 1H, m 73,0 12 - 148,2
4 4,27,2H, m 64,5 13 6,80, 1H, d, 8,2 Hz 1151
5 - - 14 6,97, 1H,dd, 8,2, 1,9 Hz 1216
6 - 167,7
7 6,28, 1H, d, 15,9 Hz 145,8
8 7,58, 1H, d, 15,9 Hz 126,6

111.1.11. Elucidation structurale du composé Acll

Le produit Acll (Figure 111.77) est obtenu sous forme d’une poudre blanche soluble dans le

méthanol. Il donne une tache visible sous UV a 254 et 366 nm sur sa CCM. Cette tache se révéle avec

une couleur violée lors de la révélation avec 1’acide sulfurique et le chauffage.
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Le spectre de masse ESI-MS (Figure 111.78) en mode positif du produit Acl11 indique des pics
d’ions pseudo-moléculaires a m/z = 391 [M+Na]" et 759 [2M+Na]", soit une masse moléculaire de 368

Da et une formule brute en C17H200s correspondant a 8 insaturations.

Chlorogénate de méthyle

Figure 111.77. Structure du composé Acll
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Figure 111.78. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Acll

L’analyse combinée des spectres RMN *H et $3C J-modulé réalisés dans CDsOD (Figures 111.79
et 111.80) permet d’identifier le premier fragment de la molécule recherchée, ce fragment est assigné au
groupement cafféate. En effet, le spectre RMN 3C montre un carbone d’ester a 8¢ 167,4 assigné au
carbone C-9' du méme fragment, comme dans le cas du composé Acl0. En plus, d’un carbone a

dc 174,1 correspondant a un carbone d’un deuxiéme carbonyle.
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Figure 111.80. Spectre RMN **C J-modulé du composé Acl1 (CDsOD, 125 MHz)

Un signal résonne a én 5,36 (1H, td, 9,0, 4,3 Hz) assigné au proton nommé H-5, ce proton

montre des taches de corrélation sur le spectre COSY (Figure 111.82) avec deux protons a on 2,26
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(1H, dd, 13,6, 3,7 Hz) et 2,10 (1H, m) correspondant aux deux protons geminés H-6a et H-6b
respectivement, ainsi qu’avec le proton a on 3,76 (1H, dd, 8,8, 2,7 Hz) attribué au proton H-4. Ce
dernier (H-4) couple avec le proton H-3 qui résonne a 61 4,20 (1H, m), tandis que le proton H-3 correle
avec les deux protons geminés H-2a et H-2b repérés a on 2,20 (1H, dd, 13,4, 2,3 Hz) et 2,08 (1H, dd,

13,2, 5,8 Hz) respectivement. Ceci conduit a constituer 1’enchainement suivant :

-
-

Figure 111.81. Couplages COSY des protons aliphatiques

Un dernier signal d’un méthoxyle (—-O-CHz3-8) résonne a 61 3,72 (3H, s).
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Figure 111.82. Spectre COSY du composé Acll

Les carbones des protons déja assignés sont attribués a I’aide du spectre HSQC (Figure II1.83).
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Figure 111.83. Spectre HSQC du composé Acll

Le spectre HMBC (Figure 111.84) réveéle les corrélations en 2J et 3] entres les protons H-2a et
H-6a avec les carbones résonant a 6¢c 74,8 et 174,1 correspondant aux carbones C-1 et C-7. Ce dernier
couple également en HMBC avec les protons méthoxyle CHs-8. Ceci nous permet de fermer

I’enchainement obtenu suite a I’analyse COSY et former un cycle a six chainons (Figure 111.85).
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Figure 111.84. Spectre HMBC du composé Acll
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L’analyse HSQC (Figure II1.83) permet de déterminer les déplacements chimiques des carbones
C-2 (¢ 36,8), C-3 (6c 70,0), C-4 (6¢c 72,2), C-5 (6¢c 70,5), C-6 (6c 37,5) et C-8 (6¢c 51,7). Ces

constatations conduisent a identifier un dérivé d’ester méthylique de I’acide quinique (Figure 111.85).

Figure 111.85. Couplages HMBC permettant la formation du cycle a six chainons

La tache de corrélation visualisée sur le spectre HMBC entre le proton H-5 du dérivé de I’acide
quinique et le carbonyle C-9" du groupement cafféate établit la connection entre ces deux fragments
(Figure 111.86).

Figure 111.86. Couplage HMBC permettant la connection entre les fragments identifiés

A P’issue de cette analyse et la mésure du pouvoir rotatoire [o]p? = -40,7° (c 0,12, MeOH),
ainsi que la comparaison avec les données de la littérature (Chang et al., 2009), le composé Acll est
identifié au chlorogénate de méthyle. Ce produit est isolé pour la premiére fois du genre Atractylis. Le
chlorogénate de méthyl est un composé antioxydant puissant rencontré de plusieurs plantes telles que

Prunus cerasus (Rosaceae) (Wang et al., 1999) et Wolf berry (Solanaceae) (Zhou et al., 2017).
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Tableau I11.11. Déplacements chimiques en RMN *H et *3C du composé Ac11 dans CD30OD

Acll
Position on, M, J dc | Position on, M, J dc

1 - 74,8 1 - 126,4
2a 2,20, 1H, dd, 13,4,2,3Hz 36,8 2 7,17, 1H, d, 1,7 Hz 113,8
2b 2,08, 1H, dd, 13,2, 5,8 Hz 3 - 145,4
3 4,20, 1H, m 70,0 4' - 148,2
4 3,76,1H,dd, 8,8,2,7Hz 72,2 S 6,81, 1H, d, 8,2 Hz 1151
5 5,36, 1H, td, 9,0, 4,3 Hz 70,5 6 6,97,1H,dd, 8,2, 1,7Hz 1216
6a 2,26, 1H, dd, 13,6,3,7Hz 37,5 7 7,58, 1H, d, 15,9 Hz 145,7
6b 2,10, 1H, m 8’ 6,29, 1H, d, 15,9 Hz 113,8
7 - 174,1 9 - 167,0
8 3,72,3H,s 51,7

111.1.12. Elucidation structurale du compose Ac12

Le métabolite secondaire Ac12 (Figure 111.87) est purifié sous forme d’une poudre jaune soluble
dans le méthanol. Il est visible sous la lumiére UV a 254 et 366 nm, et se colore en violet aprés

révélation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage.

Un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 335 [M-H] est indiqué sur le spectre de masse
ESI-MS en mode négatif (Figure 111.88) du produit Ac12. Il correspond a une masse moléculaire de

336 Da et une formule brute en C16H160s, suggerant 9 insaturations.

7
HO,C

Acide 5-O-cafféoylshikimique

Figure 111.87. Structure du composé Ac12
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Figure 111.88. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Ac12

Les spectres RMN 'H et ¥C J-modulé effectués dans DMSO-ds (Figures 111.89 et 111.90)
présentent présque les mémes signaux que le produit précédent Acll. La différence remarquée est
I’absence des protons des groupements méthoxyle (CHz-8) et méthyléne (CH2-2) observés dans le cas
du composé Acll. I est a noter I’apparition sur le spectre RMN *H d’un signal déblindé d’intégration
1H résonant a 6,67 ppm sous forme de singulet large. Son carbone est repéré a ¢ 138,7 selon
I’experience HSQC (Figure II1.). Il s’agit d’un CH éthylinique.
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Figure 111.89. Spectre RMN *H du composé Ac12 (DMSO-ds, 500 MHz)
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Figure 111.90. Spectre RMN *C J-modulé du composé Ac12 (DMSO-ds, 125 MHz)

L’analyse des spectres COSY et HSQC (Figures I11.91 et 111.92) permet tout d’abort de
caractériser un goupement cafféate a travers les couplages proton-proton: H-7'/H-8" (J = 15,9 Hz)
indiquant la présence d’une trans double liaison, H-2'/H-6'/H-5" (J = 8,1 et 1,6 Hz) traduisant des

couplages ortho et meta d’un noyau aromatique tri-substitué.
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Figure 111.91. Spectre COSY du composé Acl2

Les déplacements chimiques des carbones correspondant sont assignés a oc 114,5 (C-8'), 145,8 (C-7'),
121,8 (C-6'), 116,2 (C-5) et 115,4 (C-2') par I’expéerience HSQC. Les autres carbones quaternaires de
ce groupement sont déterminés par HMBC.
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Le spectre COSY montre aussi un autre systeme de spins entre les protons désignes :

-Le proton H-5 (64 5,09, 1H, m) correle avec les protons H-4 (64 3,75, 1H, dd, 6,3, 3,5 Hz), H-6a (dn
2,65, 1H, dd, 18,1, 3,5 Hz) et H-6b (61 2,18, 1H, dd, 18,3, 4,7 Hz).

-Le proton H-4/H-3 (6w 4,26, 1H, m).

-Le proton H-3/H-2 (61 6,67, 1H, sl).
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Figure 111.92. Spectre HSQC du composé Acl2

Figure 111.93. Corrélations COSY du 2°™ systéme de spins

Les protons déja attribués corrélent sur le spectre HSQC (Figure 111.92) avec leurs carbones a éc
138,7 (C-2), 65,9 (C-3), 68,2 (C-4), 70,3 (C-5) et 28,2 (C-6).
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Le spectre HMBC (Figure 111.94) présente une tache de corrélation en 3J entre le proton oxyméthine
H-5 et un carbone éthylénique quaternaire résonant a 6c 128,7 assigné au carbone C-1. Ceci conduit a
formé un cycle insaturé a six chainons. Ce méme proton (H-5) couple en HMBC en 3J avec le

carbonyle ester (C-9') du groupement cafféate.
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Figure 111.94. Spectre HMBC du composé Acl2

H5 WOH

0)

1 “10H
OH

Figure 111.95. Couplages HMBC permettant la formation du cycle insaturé a 6 chainons et la

connection entre les deux fragments

Les données de la spectrométrie de masse (M = 336 Da) et le déplacement chimique du proton
H-2 (6,67 ppm) et les carbones de la double liaison ethylénique C-1 (128,7 ppm) et C-2 (138,9 ppm)
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impliquent que la double liaison fait partie d’un systéme énone (carbonyle a,B-insaturé). Ceci conduit a

proposer la structure suivante constituée de deux groupements caffeate et acide shiquimique.

J_WOH

“10H

OH

Figure 111.96. Acide 5-O-cafféoylshiquimique

Les données spectroscopiques obtenues, la mésure du pouvoir rotatoire [a]p®® = -31,2°

(c 0,09, MeOH) et la comparaison avec la littérature permettent de déterminer la structure de ce

composé a ’acide 5-O-cafféoylshiquimique (Khaligh et al., 2016). On mentionne 1’isolement de ce

composé pour la premier fois du genre Atractylis, il a été trouve entérieurement de quleques especes a

savoir Euterpe oleracea (Brunschwig et al., 2017), Oenocarpus bacaba et Oenocarpus bataua (Leba et

al., 2016) de la famille Arecaceae.

Tableau 111.12. Déplacements chimiques en RMN *H et **C du composé Ac12 dans DMSO-ds

Acl2
Position oH, M, J dc | Position dH, M, J dc

1 - 128,7 1 - 125,9
2 6,67, 1H, sl 138,9 2 7,04, 1H, d, 1,6 Hz 1154
3 4,26, 1H, m 65,9 3 - 146,0
4 3,75,1H,dd, 6,3,35Hz 68,2 4' - 148,9
5 5,09, 1H, m 70,3 S 6,76, 1H, d, 8,1 Hz 116,2
6a 2,65,1H,dd, 18,1,35Hz 28,2 6’ 6,67,1H,dd, 8,1,1,6 Hz 1218
6b 2,18, 1H, dd, 18,3, 4,7 Hz 7 7,47,1H, d, 15,9 Hz 145,8
7 - 168,3 8’ 6,25, 1H, d, 15,9 Hz 1145

o’ - 166,5
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111.1.13. Elucidation structurale du composé Ac13

Le produit Ac13 (Figure 111.97) est purifié¢ sous forme d’une poudre blanche soluble dans le
méthanol. Ce composé montre une tache visible sur CCM visualisée sous la lampe UV a 254 nm se

colorant en rose lors de la révélation avec 1’acide sulfurique et chauffage.

Acide salicylique

Figure 111.97. Structure du compose Ac13

Le spectre RMN *H enregistré dans CDsOD (Figure 111.98) montre quatre Ssignaux
caractéristiques d’un noyau aromatique di-substitué en position ortho a o4 8,04 (1H, dl, 7,7 Hz), 7,58
(1H, td, 8,2, 1,0 Hz), 7,27 (1H, dl, 8,2 Hz), 7,23 (1H, tl, 7,6 Hz) correspondant aux protons hommés
H-6, H-4, H-3 et H-5 respectivement.

H-6 Ho4 H:3 s

' Y ' Y Y ' ' ' I 1
8.05 8.00 7.95 7.90 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.556 7.50 745 7.40 7.35 7.30 7.26 7.20 ppm

Figure 111.98. Spectre RMN *H du composé Ac13 (CD3z0D, 500 MHz)

En outre, le spectre RMN *C J-modulé (Figure 111.99) révéle quatre signaux aromatiques (CH)
attribuables aux carbones C-3, C-4, C-5 et C-6. Un carbone aromatique quaternaire 139,4 ppm attribué

au carbone C-1, un signal d’un carbone aromatique oxygéné a dc 164,3 assigné au carbone C-2 et un
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dernier carbone dans la zone des acides attribuable au carbone C-7 d’un acide lié directement au

carbone C-1.
[ 1 |
l
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Figure 111.99. Spectre RMN 3C J-modulé du composé Ac13 (CDsOD, 125 MHz)

D’aprés cette analyse le composé Acl3 a une structure d’acide salicylique (Choi et al., 2012).
Ce composé est isolé pour la premiére fois du genre Actractylis. Il est purifié pour la premiére fois de
I'espece Salix pentandra (Salicaceseae) d’ou il tien son nom. L’acide salicylique joue un role de
précurseur de synthése de ’aspirine qui possede une excellente activité antipyrétique et analgésique,

ainsi que d’autres dérivés biologiquement actifs.

Tableau 111.13. Déplacements chimiques en RMN *H et *3C du composé Ac13 dans CDsOD

Acl3

Position OH, M, J oc

1 - 139,4
- 164,3

7,27, 1H, dl, 8,2 Hz 115,6
7,58, 1H,td,8,2,1,0Hz  132,7
7,23, 1H, tl, 7,6 Hz 121,9
8,04, 1H, dl, 7,7 Hz 1242

- 175,1

~N o o A oWDN
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111.1.14 Elucidation structurale du composé Acl4, Acl5, Acl6 et Acl7

Les trois produits Acl4, Acl5 et Acl6 sont obtenus de 1’extrait ether de pétrole, par contre le
composé Acl7 est isolé de I’extrait acétate d’éthyle. Ces quatre meétabolites secondaires solubles dans
le chloroforme sont invisibles sous la lumiére UV a 254 nm. Les composés lupéol (Acl4d) et
p-sitostérol-3-O-p-D-glucose (Acl7) donnent des taches violées sur la CCM apres la révélation avec
I’acide sulfurique et chauffage, tandis que les deux métabolites secondaires 1’acide oléanolique (Acl5)
et le p-sitostérol (Acl6) montrent des taches marron. Ces produits ont été comparés avec des
échantillons témoins au laboratoire en utilisant la chromatographie sur couche mince. Les témoins
utilisés sont en général des produits isolés a partir des espéces du méme genre que le genre étudié,
comme Atractylis serratuloides et Atractylis flava (Chabani et al., 2016b ; chabani et al., 2013).

30

S-sitostérol (Acl6) [sitosterol-3-0-3-D-glucopyranoside (Acl7)

Figure 111.100. Structure des composés Ac14, Acl5, Acl6 et Acl7
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L’¢étude chimique des extraits AcOEt et n-BuOH issus de 1’extrait brut des parties aériennes de
I’espece E. gaditana a permis d’isoler et d’identifier 32 métabolites secondaires. Les produits isolés ont
été caractérisés par les différentes méthodes spectroscopiques RMN monodimensionnelle (RMN *H et
13C) et bidimensionnelle (COSY, HSQC, HMBC, NOESY) ; la spectrométrie de masse & basse et haute
résolutions (ESI-MS et HR-ESI-MS), la mesure du pouvoir rotatoire, 1’hydrolyse acide ainsi que la

comparaison avec les données de la littérature.

Les produits isolés se répartissent en 1 nouveau tannin hydrolysable, 1 nouveau a-pyrone, 18
flavonoides et 12 phénols. Comme la majorité des composés isolés sont des flavonoides de structures
proches ou des phénols qui ont presque le méme noyau de base, des interprétations détaillées des
spectres vont se faire sur quelques composés, ensuite, 1’analyse des autres produits sera basée sur les
composés déja interprétes.

Les tableaux des déplacements chimiques H et *3C des produits isolés (les parties génines et les

parties osidiques) sont insérés a la fin de chaque analyse.

111.2.1. Elucidation structurale du composé Egl

Le nouveau composé Egl (Figure 111.101) a été isolé sous forme d’une poudre amorphe marron
soluble dans le méthanol, et est visible sous UV a 254 nm. Sa tache sur la plaque CCM apparait marron

apres révélation avec 1’acide sulfurique (H2SO4 a 50%) et chauffage.

3,5-dihydroxyacétophénone-4-O-(2'-galloyl)-5D-glucopyranoside
Figure 111.101. Structure du composé Egl

Le spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS en mode positif (Figure 111.102) montre un
pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 505,0953 [M+Na]" (Calculé pour Cz1H22013Na, 505,0958),
indiguant une masse moléculaire égale a 482 Da correspondant a une formule brute en C21H22013 et 11

insaturations.
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Elemental Composition Report
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Figure 111.102. Spectre de masse HR-ESI-MS (en mode positif) du composé Egl

Le spectre RMN !H réalisé dans CDsOD (Figure 111.103) montre un signal a dn 2,60 (3H, s)

indiquant la présence d’un groupement méthyle nommeé CHzs-8 lié a un. Un autre signal sous forme de

singulet a 7,07 ppm (2H, s) correspond a 2 protons aromatiques équivalents H-2" et H-6", un pic

d’intégration 2H a 5,98 ppm (2H, s) est attribué aux deux autres protons aromatiques équivalents H-2 et

H-6. Ce qui nous amene a conclure qu’il existe deux noyaux aromatiques différents (Figure 111.104).
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Figure 111.103. Spectre RMN *H du composé Egl (CDsOD, 600 MHz)
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Figure 111.104. Fragments proposés

En outre, un signal d’un proton anomérique apparu a 5,21 ppm sous forme de doublet (1H, d,
8,1 Hz, H-1"), au voisinage d’un doublet de doublets et qui résonne & 5,12 ppm (1H, dd, 9,5, 8,1 Hz).

D’autres signaux résonnant dans la région 61 3,5-4,0 indiquent la présence d’un hexose ou pentose.

Le spectre COSY (Figure 111.105), révele les corrélations entre les protons de 1’unité osidique,
ou on remarque que le proton anomérique H-1' couple avec le proton a 5,12 ppm qui donne une
multiplicité d’un doublet de doublets, ce signal est attribué au proton H-2'. Le déplacement chimique
déblindé du proton H-2' indique que le carbone C-2' est lié a un groupement acétyle. Ce proton (H-2")
montre aussi une tache de corrélation avec un proton sous forme de triplet a 3,74 ppm correspondant au
proton H-3', qui corr¢ele avec le signal a dn 3,53 sous forme d’un triplet avec une grande constante de
couplage (J = 9,0 Hz) attribuable au proton H-4'. Ce dernier couple avec le proton H-5' résonnant a
3,57 ppm, et qui corréle a son tour avec les protons H-6'a et H-6'b qui sont assignés aux deux doublets
de doublets a 3,96 et 3,77 ppm respectivement. Les grandes constantes de couplage du proton
anomérique H-1' ainsi, les deux protons H-3' et H-4’ nous orientent vers un sucre de type f-
glucopyranoside (Figure 111.106).
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Figure 111.105. Spectre COSY du composé Egl
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Figure 111.106. Couplage COSY de I’unité osidique

D’autre part, on distingue sur le spectre RMN 3C J-modulé effectué dans CDsOD (Figure
111.107) 17 pics, dont certains correspondant a plusieurs carbones équivalents. Ceci suggere des

symétries dans cette molécule.

I \W ) (NN N W I

6’

246

¥ T v T T — T

¥ T T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figure 111.107. Spectre RMN *C J-modulé du composé Egl (CDsOD, 150 MHz)

Le spectre HSQC (Figures 111.108 et 111.109) montre un signal a 6c 33,0 représentant le carbone
du groupement méthyle C-8, un signal CHz a dc 62,3 assigne au carbone hydroxyméthyle C-6" du
glucose, quatre signaux entre (6¢c 70,0-80,0) correspondant aux carbones du glucose C-4', C-2', C-3' et
C-5'. Le carbone anomerique C-1' est représenté par un signal a d¢c 99,7 qui exhibe que le glucose est
engageé dans une liaison C-O. Les carbones équivalents C-2 et C-6 figurent a 6c 96,3, la méme chose
pour les carbones similaires C-2" et C-6" qui sont indiquées par un signal a 6¢ 110,3.

A ce stade d’analyse, on a réussi a accorder les carbones du glucose ainsi que ceux des protons

aromatiques, il nous reste donc 08 carbones quaternaires a identifier.
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Figure 111.108. Spectre HSQC du composé Egl

Figure 111.109. Couplages directs protons-carbones

On remarque sur le spectre HMBC (Figure 111.110) que les protons aromatiques H-2 et H-6
présentent des taches de corrélation avec cing carbones différents. Commencant par la corrélation entre
ces deux protons et leurs carbones a dc 96,3 (H-2/C-6 et H-6/C-2), en passant a la deuxiéme tache avec
un signal relativement intense a ¢ 165,5 attribué aux deux carbones équivalents oxygénés C-3 et C-5
du méme noyau aromatique. Un autre couplage en 2J avec le carbone aromatique quaternaire non
oxygéné a o6c 107,3 attribuable au carbone C-1, et la quatriéme tache de corrélation révele le couplage

avec le carbone oxygéné qui résonne a dc 164,9 designe au carbone C-4.
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Figure 111.110. Spectre HMBC du composé Egl

Concernant la derniére tache de corrélation des protons H-2 et H-6, elle indique la présence
d’un carbone d’une fonction cétone C-7 qui resonne a é¢c 205,3. Ce dernier carbone ainsi que le carbone
C-1 montre des taches de corrélation avec les protons du méthyle Hs-8, ce qui nous permet de dire que
le fragment méthyle-cétone est porté par le carbone C-1. Toutes ces données indiquent que cette partie
représente un dérive acétophénone (Figure 111.111).

Figure 111.111. Fragment acétophénone du composé Egl
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Les protons H-2" et H-6" montrent cinq taches de corrélation avec différents carbones, la
premiere tache a 110,3 ppm indique les corrélations H-2"/C-6" et H-6"/C-2", une autre corrélation avec
le carbone résonnat a 121,3 ppm correspond a un carbone aromatique non oxygéné C-1", la troisieme
tache a dc 140,0 assigné au carbone oxygene C-4". Deux carbones aromatiques oxygénés C-3" et C-5"
a 8¢ 146,5 montrent un couplage en 2J avec les protons H-2" et H-6". Ces derniers protons présentent
une tache avec le carbone qui résonne a ¢ 167,6 attribué au carbone C-7" d’une fonction ester. Donc,

on peut déterminer le deuxiéme fragment comme étant le fragment gallate (Figure 111.112).

Figure 111.112. Fragment gallate du composé Egl

Le spectre HMBC montre la corrélation entre le proton anomerique H-1' et le carbone C-4
(164,9 ppm) du cycle aromatique A (premier fragment), ce qui signifie que le glucose est lié au cycle
aromatique A en position C-4. Le proton H-2' du glucose présente une tache de corrélation avec le
carbonyl C-7" (167,6 ppm) attestant 1’acylation du glucose par le groupement gallate en position C-2".

Ceci prouve que le glucose relie les deux fragments (le fragment acétophénone et le fragment gallate)

en positions 1’ et 2’ respectivement (Figure 111.113).

Figure 111.113. Corrélations HMBC du composé Egl

Le spectre NOESY (Figure 111.114) confirme la position des protons H-2 et H-6 par la
corrélation entre ces deux protons et les protons du méthyle Hs-8 (Figure 111.115). Il montre également

les intéractions entre H-1'/H-2", H-6" confirmant le positionnement des protons aromatiques H-2" et
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H-6". D’autres effets NOESY sont observés pour les protons du f-glucose entre : H-1'/H-3', H-1'/H-5'
et H-2'/H-4'.
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Figure 111.114. Spectre NOESY du composé Egl

Figure 111.115. Corréelation NOESY du compose Egl

111.2.1.1. Détermination de la configuration absolue du sucre

Afin de confirmer le type et la configuration absolue du résidu monosaccharide du composé
Egl, une hydrolyse acide a été effectuée sur une quantité de 10 mg du composé. En suivant les étapes

de I’hydrolyse acide (protocole décrit en partie IT), une masse de 1,6 mg du sucre libre a éte obtenu.
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Le sucre obtenu est comparé avec des sucres de référence sur plaqgue CCM ce qui nous confirme

la nature du sucre (glucose). Ensuite, la mesure du pouvoir rotatoire [a]p?® = +25,8° (¢ 0,11, H20) a

permis d’avoir la configuration du sucre comme D-glucopyranoside.

Selon ces données RMN, la masse moléculaire donnée par HR-ESI-MS et la comparaison avec

son analogue isolé a partir des racines d’Euphorbia fischeriana par Huang et al. (2017), le composeé

Egl (Figure
glucopyranoside. Ce métabolite secondaire est isolé pour la premiere fois du régne végétal.

Tableau 111.14. Déplacements chimiques en RMN *H et $3C du composé Egl dans CDzOD

I11.101) a été élucidé comme 3,5-dihydroxyacétophénone-4-O-(2'-galloyl)-f-D-

Egl
Position on, M, J dc | Position OH, M, J dc

1 - 107,3 1" - 121,3
2 5,98, 1H, s 96,3 2" 7,07, 1H, s 110,3
3 - 165,5 3" - 146,5
4 - 164,9 | 4 - 140,0
) - 165,5 5" - 146,5
6 5,98, 1H, s 96,3 6" 7,07, 1H, s 110,3
7 - 205,3 7" - 167,6
8 2,60, 3H, s 33,0

1 5,21, 1H, d, 8,1 Hz 99,7

2 5,12, 1H, dd, 9,5, 8,1 Hz 74,9

3 3,74, 1H,t,9,1 Hz 76,1

4' 3,53, 1H,t,9,0 Hz 71,6

S 3,57, 1H, m 78,5

6'a 3,96, 1H,dd, 12,1,19Hz 62,3

6'b 3,77,1H,dd, 12,1, 5,1 Hz
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111.2.2. Elucidation structurale du composé Eg2

Le nouveau produit Eg2 (Figure 111.116) a éte isolé sous forme de cristaux blancs soluble dans
le méthanol. 1l est visible sous la lampe UV a 254 nm, se révélant en couleur rose claire sur la CCM

apres sa pulvérisation avec ’acide sulfurique et chauffage.

Le spectre IR de ce composé (Figure 111.117) montre des bandes d’absorption maximales a
2500-3600 cm™ (O-H d’un acide), 1752 cm™ (C=0 lactone), 1690 cm™ (C=0 acide), 1645 cm™ (C=C

non aromatique) et 1277 cm™ (C-O ester).

5-isopropyl-2-0x0-3,6-dihydropyrane-4-carboxylique

Figure 111.116. Structure du composé Eg2

Transmatance

@0

Figure 111.117. Spectre IR du composé Eg2

Le spectre de masse a haute résolution HR-ESI-MS en mode positif (Figure 111.117a) révéle un
pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 207,0628 [M+Na]"* (calculé pour CoH1204Na, 207,0633), soit une
masse moléculaire de 184 Da correspondant a la formule brute CoH1204 et un nombre d’instauration
| =4.
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Figure 111.117a. Spectre de masse HR-ESI-MS (en mode positif) du composé Eg?2

Le spectre RMN *H enregistré dans CDsOD (Figure 111.118) montre un signal d’intégration 6H
a oH 1,09 sous forme d’un doublet correspondant a deux méthyles équivalents (6H, d, 7,0 Hz), deux
signaux triplets a 61 3,33 (2H, t, 1,8 Hz) et 4,95 (2H, t, 1,8 Hz) et un septuplet a o 3,87 (1H, sept, 7,0
Hz).
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Figure 111.118. Spectre RMN *H du composé Eg2 (CD3zOD, 600 MHz)

Le spectre RMN *C enregistré dans CD3OD (Figure 111.119) de ce composé indique la
présence de 8 signaux correspondant a 9 atomes de carbones, se repartissant en quatre carbones
aliphatiques localisés entre 20-40 ppm, un carbone oxyméthyléne a oc 68,2, deux carbones
ethyléniques quaternaires résonant a oc 121,0 et 152,8 et deux carbonyles a d¢c 168,1 et 173,3 (fonctions

acide et lactone).
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Figure 111.119. Spectre RMN *C du composé Eg2 (CDs;OD, 150 MHz)

Toutes ces caractéristiques spectrales suggerent que le composé Eg2 est un pyrone insaturé

comportant deux carbonyles.

Le spectre COSY (Figure 111.120) montre que les protons des deux méthyles couplent avec le

proton résonant a o 3,87 sous forme de septuplet. Ceci est caractéristique d’un groupement isopropyle.

Un autre couplage est remarqué entre les protons des groupements méthylénes a o1 3,33 et 4,95 avec

une trés petite constante de couplage J = 1,8 Hz due & un couplage scalaire en >Ju.y de type homo-

allylique.
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Figure 111.120. Spectre COSY du composé Eg2
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Ceci conduit a proposer les enchainements suivants :

Al
|

Figure 111.121. Fragments proposés du composé Eg2

La combinaison des spectres RMN 3C et HSQC réalisés dans CD3OD (Figures 111.119 et
111.122) supporte la présence de 9 atomes de carbones, et permet 1’attribution des signaux suivants : le
pic qui résonne a d¢ 20,1 correspond aux carbones nommeés C-8 et C-9, les deux signaux a 6c 29,8 et
32,8 sont accordés aux carbones désignés C-7 et C-3 respectivement. Tandis que les protons du

groupement méthylene H»-6 corrélent avec leur carbone C-6 a dc 68,2.

BG-46-F2-G-a-1 3-8
Ho-6 H:-3 K
| H-7 I\ Hs-9
= ppm
18
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@+ 20
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e e
H:-9/C-9 |
c7 = TR -30
c3 HCT | @ |
I 1 |35
40
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) L
- 55
L 80
e
C-6 |
M 20 8 e | e RSO | e ) | —
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Figure 111.122. Spectre HSQC du composé Eg2

On remarque sur le spectre HMBC (Figure 111.124) que les protons H,-3 et Ho-6 corrélent avec

les carbones éthyléniques a 121,0 et 152,8 ppm d’une part, ce qui confirme le couplage homo-allylique
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observé sur le spectre COSY (Figure 111.120), et avec un carbone résonant a 173,3 ppm attribué au
carbone C-2 de la fonction ester d’autre part. Eu egard aux déplacements chimiques des carbones C-2,
C-3 et C-6, la bande d’absorption visualisée sur le spectre IR & 1752 cm™, et I’instauration qui reste a
déterminer, on déduit que I’ester détecté représente une fonction lactone permettant ainsi la fermeture
du cycle a six chainons (Onocha et al., 1995). Ceci conduit a proposer le fragment suivant (Figure
111.123):

Hs-8)
ine gy B H:9
LJ’L . 9 ppm
($:C9 o BoC8 | |,
; o H7/C-8 ERCY o
I ea H:-6/C-] H-7/C9 Rlgdl7
Ha9/GH7
60
@ y
= H-7/C-6 .
100
H-6/C4 H-7/C-4 | H-3/C4
44— &) 15 120
H:-6/C-5 H-7/C-5 | H-3/C-5 i
5 © S S S
160
C-10 1-6/C-2 H-3(C-10 Hs-8/CL5
21 E 8 3|02 H945 | .,
5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 20 15 1.0 ppm

Figure 111.124. Spectre HMBC du composeé Eg2
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Les protons H-7, Hz-8 et H3-9 montrent des corrélations HMBC avec le carbone quaternaire de
la double liaison a 6c 152,8 attribuable au carbone C-4 ou C-5. Ceci conduit a statuer que le

groupement isopropyle est enchainé avec la double liaison C-4=C-5 (Figure 111.125).

Figure 111.125. Enchainement proposé du groupement isopropyle avec la double liaison

En tenant compte des données de la spectromeétrie de masse (M = 184 Da), il reste a attacher la
fonction acide représenté par le carbone a 168,1 ppm, laquelle va forcément étre liée aux carbones C-4

ou C-5 en proposant deux structures A et B (Figure 111.126).

Structure A Structure B

Figure 111.126. Structures proposées pour le composé Eg2

Pour déterminer la structure exacte, on fait recours aux experiences HMBC et NOESY (Figures
111.124 et 111.127). En effet, la corrélation des protons méthylénes H,-3 avec le carbonyle C-10 de la
fonction acide sur le spectre HMBC d’une part, et le couplage spatial des protons méthyliques Hs-9 et
Hs-8 du groupement isopropyle avec les protons oxyméthylénes Ho-6 sur le spectre NOESY d’autre
part, permettent de fixer le groupement isopropyle en position C-5 et la fonction acide carboxylique en
C-4 (Figure 111.128).
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Figure 111.127. Spectre NOESY du composé Eg2

Figure 111.128. Corrélations HMBC et NOESY permettant le positionnement des substituants

A T’issue de cette analyse spectroscopique le produit Eg2 (Figure 111.116) possede une structure
moléculaire appartenant a la classe des o-pyrone, élucidée en acide 5-isopropyl-2-0xo-3,6-
dihydropyrane-4-carboxylique. Ce composé est isolé pour la premiere fois du regne végétal. Un
analogue structural a ce composé nommé djalonenol a été trouvé antérieurement dans [’espece

Anthocleista djalonensis (Onocha et al., 1995).
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Tableau 111.15. Déplacements chimiques en RMN *H et $3C du composé Eg2 dans CDzOD

Eg2
Position On, M, J dc
2 - 173,3
3 3,33,2H,t, 1,8 Hz 32,2
4 - 152,8
5 - 121,0
6 4,95,2H,t, 1,8 Hz 68,2
7 3,87, 1H, sept, 7,0 Hz 29,9
8 1,09, 3H, d, 7,0 Hz 20,1
9 1,09, 3H, d, 7,0 Hz 20,1
10 - 168,1

111.2.3. Elucidation structurale du composé Eg3

Le produit Eg3 (Figure 111.129) est obtenu sous forme d’une poudre jaune visible sous UV a
254 nm et soluble dans le méthanol. 1l donne une tache jaune sur la CCM apres la révélation avec

I’acide sulfurique et chauffage.

Le spectre de masse ESI-MS en mode positif (Figure 111.130) du composé Eg3 montre deux
pics d’ions pseudo-moléculaires a m/z = 313 [M+Na]* et 603 [2M+Na]*, indiquant une masse

moléculaire de 290 Da et C1sH1406 comme formule brute, soit 9 degrés d’insaturation.

(-) Catéchine

Figure 111.129. Structure du compose Eg3
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Figure 111.130. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Eg3

Le spectre RMN *H effectué dans CDsOD (Figure 111.131) montre deux signaux sous forme de
doublet chacun (J = 2,2 Hz) a 6+ 5,93 (1H, d, H-6) et 5,86 (1H, d, H-8). Ces deux doublets avec cette
constante de couplage dans la zone (entre 6n 5,70 - 6,50) sont caractéristique du noyau A d’un
flavonoide. Cette hypothése est confirmée par la présence de quinze signaux sur le spectre RMN 3C
J-modulé (Figure 111.132) équivalents aux carbones des flavonoides simples. L’existence de deux
signaux seulement dans la zone entre 5 et 6 ppm sur le spectre RMN *H, ainsi I’absence des signaux
dans la zone des carbonyles sur le spectre RMN 3C, nous renvoie au squelette flavanol. Trois autres
signaux dans la zone des aromatiques qui sortent sous forme d’un doublet de doublets, un grand
doublet et un petit doublet, révelent que le noyau B du flavonoide est tri-substitué en position ortho et
para. Ces signaux résonnent a o 6,72 (1H, dd, 8,1, 1,7 Hz, H-6"), 6,77 (1H, d, 8,1 Hz, H-5') et 6,84
(1H, d, 1,7 Hz, H-2").
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Figure 111.131. Spectre RMN *H du composé Eg3 (CDs0D, 500 MHz)
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Un signal qui résonne sous forme d’un doublet a o4 4,58 (1H, d, 7,4 Hz) correspond a un (CH)
lié a un oxygene d’un c6té et au groupe attracteur d’un autre c6té vu son déplacement chimique, donc,
celui-ci correspond au proton en position 2 (H-2). Un autre signal sous forme d’un doublet de doublets
de doublets détecté a 61 3,98 (1H, ddd, 13,2, 7,9, 5,5 Hz) attribué au proton H-3, et deux autres signaux
sous forme de doublet de doublets chacun a én 2,85 (1H, dd, 16,1, 5,4 Hz, H-4a) et o 2,52 (1H, dd,
16,1, 8,1 Hz, H-4b). Puisqu’il n’y a que quinze carbones sur le spectre RMN 3C J-modulé, donc il n’y
a aucune chaine qui substitue le squelette du flavonoide, et les données précédentes requiert la

saturation des positions 2, 3 et 4.
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Figure 111.132. Spectre RMN C J-modulé du composé Eg3 (CDsOD, 125 MHz)

Le spectre COSY (Figure 111.133) indique le couplage en meta entre les protons H-6/H-8 du
cycle A, ainsi qu’entre les protons H-2'/H-6" (méta) et H-5'/H-6’ (ortho) ce qui confirme que ces trois
protons sont portés sur le méme noyau aromatique B. Des corrélations aussi, entre les protons H-2/H-3,
H-3/H-4a/H-4b et H-4a/H-4b sont observés. Etant donné le déplacement chimique déblindé du proton
H-3 et le fait qu’il corréle avec les deux protons H-4a et H-4b geminés on deduit que son carbone est
un carbone asymétrique et il est liée a un groupement hydroxyle libre, ce qui confirme la présence du

squelette flavanol.
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Figure 111.133. Spectre COSY du composé Eg3

Le spectre HSQC (Figure 111.134) permet d’identifier les carbones de chaque proton. Il montre
les corrélations des protons H-2', H-5', H-6', H-6, H-8, H-2, H-3, H>-4 avec leurs carbones a 6c 115,2
(C-2), 116,1 (C-5), 120,0 (C-6"), 96,3 (C-6), 95,5 (C-8), 82,8 (C-2), 68,6 (C-3), 28,5 (C-4).
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Figure 111.134. Spectre HSQC du composé Eg3
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Tandis que, le spectre HMBC (Figure 111.135) indique des taches de corrélation entre le proton
H-2 et les carbones C-2' et C-1’ qui résonne a dc 132,2, ce qui signifie que le noyau B est bien lié au
carbone C-2. La corrélation entre H-4/C-5 qui sort vers 6c 157,6 et H-4/C-9 qui est indiqué par le pic a

oc 156,9, atteste de la présence d’une structure de type catéchine.
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Figure 111.135. Spectre HMBC du composé Eg3

D’aprés les données issues des expériences RMN, masse, mesure du pouvoir rotatoire
[0]p?® = -1,77° (c 0,04, MeOH) et la comparaison avec les données de la littérature (Jung et al., 2008),
la structure du métabolite secondaire isolé Eg3 (Figure 111.129) est élucidée comme (-) catéchine. Ce
composé est connu comme un antioxydant fort, on le retrouve dans plusieurs espeéces telle que
Euphorbia thymifolia (Kainsa et al., 2016), E. dracunculoides (Majid et al., 2015), Ulmus davidiana
(Ulmaceae) (Jung et al., 2008), Acacia saligna (Fabaceae) (El-toumy et al., 2010) et Calligonum
comosum (Polygonaceae) (Badria et al., 2007), tandis que c’est la premiére purifiction de la catéchine a

partir des especes du genre Atractylis.
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Tableau 111.16. Déplacements chimiques en RMN *H et **C du composé Eg3 dans CDsOD

Eg3
Position OH, M, J dc | Position OH, M, J dc
2 4,58, 1H, d, 7,4 Hz 82,8 1 / 132,2
3 3,98, 1H, ddd, 13,2,7,9,55Hz 68,8 2' 6,84, 1H, d, 1,7 Hz 115,2
4a 2,85, 1H, dd, 16,1, 5,4 Hz 28,4 3’ / 146,2
4b 2,52, 1H, dd, 16,1, 8,1 Hz 4’ / 146,3
5 / 157,5 5 6,77, 1H, d, 8,1Hz 116,1
6 5,94, 1H, d, 2,2 Hz 96,3 6’ 6,72, 1H, dd, 8,1, 1,7 Hz 120,0
7 / 157,8
8 5,86, 1H, d, 2,2 Hz 95,5
9 / 156,8
10 / 100,8

111.2.4. Elucidation structurale du composé Eg4

Le meétabolite secondaire Eg4 (Figure 111.136) est purifié sous forme d’une poudre jaune soluble
dans le méthanol, visible sous la lumiére UV a 254 et 366 nm. Sa tache apparait sur CCM sous forme

d’une tache jaune lors de la révélation avec 1’acide sulfurique et le chauffage.

L’analyse de masse ESI-MS en mode positif (Figure 111.137) du composé Eg4 indique deux
pics d’ions pseudo-moléculaires a m/z = 325 [M+Na]" et a m/z = 627 [2M+Na]*. Soit une masse

moléculaire de 302 Da et une formule de CisH1007.

Quercétine

Figure 111.136. Structure du compose Eg4
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Figure 111.137. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Eg4

L’analyse des differents spectres RMN 1D et 2D de ce composé et la comparaison avec les
données de la littérature et un échantillion témoin (Ac6) conduisent a identifier ce produit comme la
quercétine (Eg4 = Ac6). On la retrouve dans plusieurs plantes du genre Euphorbia telles que E. hirta
(Mekam et al., 2019), E. gaillardotii, E. macroclada (Ertas et al., 2015), E. helioscopia (Saleem et al.,
2014) ....

111.2.5. Elucidation structurale du composé Eg5

Le produit Eg5 (Figure 111.138) est isolé sous forme d’une poudre jaune soluble dans le
méthanol. Il montre une tache visible sous UV a 254 et 366 nm, se colorant en jaune apres la révélation

avec une solution d’acide sulfurique et chauffage.

Myricétine

Figure 111.138. Structure du composé Eg5
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Le spectre de masse ESI-MS en mode positif montre un pic d’ion pseudo-moléculaire a
m/z = 341 [M+Na]*, indiquant une masse moléculaire égale a 318 Da correspondant & une formule
brute de C15H100s.

En suivant la méme méthode d’interprétation, le spectre RMN *H effectué dans CDsOD (Figure
111.139) du composé Eg5 montre deux signaux un a én 6,18 (1H, d, 1,7 Hz) correspond au proton H-6
et I’autre a o1 6,38 (1H, d, 1,7 Hz) attribuable au proton H-8. L’absence d’un troisi¢me signal dans

cette zone (6 a 7 ppm) suggere une structure flavonoidique de type flavonol.

Donc le pic a 81 7,35 qui résonne sous forme d’un singulet d’intégration 2H représente deux
protons équivalants du noyau B (H-2' et H-6"), suggérant que le noyau B est symétriquement tetra-

substitué par des groupes hydroxyles.

H-6

V ! J > 1 T Y
73 7.2 71 7.0 69 L) 6.7 LN LR 6.4 63 pPpm

Figure 111.139. Spectre RMN *H du composé Eg5 (CD3;0D, 500 MHz)

Les signaux visualisés sur le spectre RMN 3C J-modulé enregistré dans CDsOD (Figure
I11.140) sont presque identiques a ceux du composé Ac6 (Eg4) (Figure 111.36), sauf que les
déplacements chimiques des carbones du noyau B changent, vu que ce composé a un subtitutant de
plus que le composé Eg4. La symétrie au niveau du cycle aromatique terta-substitué B permet d’avoir
deux pics qui représentent deux carbones identiques chacun a 6c 108,5 (C-2' et C-6') et & oc 146,7 (C-3'
et C-5'). Le carbone oxygené C-4' résonne a 136,9 ppm, tandis que le carbone C-1' est reperé a oc
123,1.
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Figure 111.140. Spectre RMN C J-modulé du composé Eg5 (CDsOD, 125 MHz)

Les données spectroscopiques obtenus comparées a celles présentées dans la littérature
(Sakushima et al., 1983) permettant de caractériser le produit Eg5 a la myricétine. Ce composé a été
isolé entérieurement des plantes Euphorbia helioscopia (Saleem et al., 2014), E. wallichii (Taskeen et
al., 2009), E. gaillardotii, E. macroclada (Ertas et al., 2015) et E. dracunculoides (Majid et al., 2015).

Tableau 111.17. Déplacements chimiques en RMN *H et $3C du composé Eg5 dans CDzOD

Eg5
Position oH, M, J dc Position dH, M, J dc
2 / 148,0 1 / 123,1
3 / 137,4 2 7,35, 1H, s 108,5
4 / 177,3 3 / 146,7
5 / 162,5 4' / 136,9
6 6,18, 1H,d, 1,7 Hz 99,2 S / 146,7
7 / 165,6 6’ 7,35, 1H, s 108,5
8 6,38, 1H, d, 1,7 Hz 94,3
9 / 158,2
10 / 104,5
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111.2.6. Elucidation structurale du composé Eg6

Le métabolite secondaire Eg6 (Figure 111.141) est obtenu sous forme d’une poudre jaune
soluble dans le méthanol. 1l présente une fluorescence sous la lumiére UV a 254 et 366 nm, ainsi, la

révélation de sa CCM avec I’acide sulfurique et le chauffage montre une tache jaune.

Une masse moléculaire du produit Eg6 de 464 Da correspondant a une formule brute en
C21H20012 est indiquée par un pic d’ion peudo-moléculaire & m/z = 463 [M-H]" sur le spectre de masse
ESI-MS en mode négatif (Figure 111.142).

OH

Quercétine-3-0--D-glucopyranoside

Figure 111.141. Structure du composé Eg6

Gy [M-H] e

Figure 111.142. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé EG6

Apres ’examen des differents spectres RMN 1D et 2D et la comparaison avec ceux du composé

Ac7, il en résulte que ce produit est la quercétine-3-O-4-D-glucopyranoside (Eg6 = Ac7). Ce composé
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est trouvé antérieurement des espéeces du méme genre telle que E. retusa (Nabiel et al., 1985) et E. hirta
(Mekam et al., 2019).

111.2.7. Elucidation structurale du composé Eg7

Le métabolite secondaire Eg7 (Figure 111.143) est purifié sous forme d’une poudre jaune soluble
dans le méthanol. Il est visible sous la lumiére UV a 254 et 366 nm, se colorant en jaune apreés la

révélation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage.

Le composé Eg7 montre un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 457 [M+Na]* sur le spectre
de masse ESI-MS en mode positif (Figure 111.144). Soit une masse moléculaire de 434 et une formule
de C20H18011.

Quercétine-3-0-a-L-arabinopyranoside

Figure 111.143. Structure du composé Eg7
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Figure 111.144. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Eg7
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On remarque une grande similarité dans la partie génine entre les spectres RMN *H et 3C
J-modulé du composé Eg7 (Figures 111.145 et 111.146) et les spectres du produit Ac7 (Eg6) (Figures
111.39 et 111.40). Donc, le composé Eg7 contient la méme génine (quercétine) que le produit Eg6. La

différence est notée dans les signaux de la partie osidique entre 3 a 5,5 ppm.
En effet, le signal a 61 5,15 (1H, d, 6,6 Hz) représente le proton anomérique du sucre recherchg,

tandis que, le reste des protons résonnent dans la zone entre 61 3,40 a 4,00.
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Figure 111.146. Spectre RMN *C J-modulé du composé Eg7 (CDsOD, 125 MHz)
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Le spectre COSY (Figure 111.147) nous permet d’identifier les protons osidiques qui font partie
d’un seul systéeme de spins a six protons correspondant a un pentose. Le proton anomérique correle
avec le proton a on 3,90 (1H, dd, 8,4, 6,6 Hz) assigné au proton H-2". Ce dernier montre une tache de
corrélation avec le signal a on 3,65 (1H, dd, 8,4, 3,5 Hz) qui correspond au proton H-3" correlant a son
tour avec le proton a on 3,83 (1H, m, H-4"), qui couple avec deux protons a la fois a 61 3,83 (1H, m) et

3,45 (1H, dd, 13,3, 3,0 Hz) attribués aux protons H-5"a et H-5"b respectivement (Figure 111.148).

B-EG-34-F3-1! H";“ |
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Figure 111.147. Spectre COSY (étalement) du compose Eg7

Figure 111.148. Couplages COSY au niveau des protons du sucre

La petite valeur de la constante de couplage entre H-3"/H-4" (J = 3,5 Hz) suggére un couplage

axial/équatorial entre les protons H-3" et H-4", indique que le sucre est un arabinose.

Les déplacements chimiques des carbones de I’arbinose ont été détectés par analyse du spectre
HSQC (Figure 111.149) a &c 104,7 (C-1"), 72,9 (C-2"), 74,1 (C-3"), 69,1 (C-4") et 67,0 (C-5").
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Figure 111.149. Spectre HSQC du composé Eg7

L’analyse du spectre HMBC (Figure 111.150) permet a assigner les déplacements chimiques de
tous les carbones de I’aglycone (quercétine). Le déplacement chimique du carbone C-2 (158,7 ppm) et
la tache de corrélation que présente le carbone C-3 (135,6 ppm) avec le proton anomeére de 1’arabinose
conduisent & accrocher 1’unité osidique en position 3 de la génine (Figure 111.151).

\ > H4"
MA-TB-EG-34-F3-14% HMAC ¥

H-6 | / 5
o L L - Y W

|
'

)
'
|
10
|
|

100

110

120

|
R

<

./I[_<. a-1

130
c3{H2/C-3" | H-2'/C4 ®

c 57 140
",.._ H-6"/( ‘_:z =X H-1"/C-3

i -
& X H16/C-3
| ‘H-6"/C-2 H-8/CJ© 8}{.'(,:(-7
11-2"/C-2 H-8/C-4

Q

160

ot °
4 -'4-»'.‘@

170

180

7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 ppm

Figure 111.150. Spectre HMBC du composé Eg7
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3 o OH
Figure 111.151. Corrélations HMBC montrant 1’attachement de 1’arabinoside a I’aglycone

Vu les données collectées des expériences RMN, masse ESI-MS et la comparaison avec les
données de la littérature (El-toumy et al., 2010), nous concluons que la structure du produit Eg7
(Figure 111.143) est la quercétine-3-O-a-L-arabinopyranoside. Ce produit a été trouvé entérieurement
dans de nombreuse espéces telle que Euphorbia characias (Pisano et al., 2016), E. supina (Ryu et al.,
2016), E. sikkimensis (Yang et al., 2013), Homonoia riparia (Euphorbiaceae) (Park et al., 2014) et
Acacia saligna (Fabaceae) (El-toumy et al., 2010).

Tableau 111.18. Déplacements chimiques en RMN *H et 1 3C du composé Eg7 dans CDsOD

Eg7
Position OH, M, J dc Position oH, M, J dc
2 / 158,7 1" 5,15, 1H, d, 6,6 Hz 104,7
3 / 135,6 2" 3,90,1H,dd, 8,4,6,6 Hz 72,9
4 / 179,4 3" 3,65,1H,dd, 8,4,35Hz 74,1
5 / 163,0 4" 3,83, 1H,m 69,1
6 6,19, 1H, d, 2,1 Hz 99,9 5"a 3,83, 1H, m 67,0
5"b 3,45, 1H, dd, 13,3, 3,0 Hz
7 / 166,0
8 6,38, 1H, d, 2,1 Hz 94,7
9 / 158,4
10 / 105,6
1 / 122,8
2' 7,75, 1H, d, 2,1 Hz 123,0
3 / 145,9
4’ / 149,9
S 6,87, 1H, d, 8,5 Hz 116,2
6’ 7,57,1H,dd, 8,5,22Hz 1175
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111.2.8. Elucidation structurale du composé Eg8

Le compose Eg8 (Figure 111.152) est isolé sous forme d’une poudre jaune amorphe soluble dans
le méthanol. 1l est visible sous lumiére UV a 254 et 366 nm et il apparait sous forme d’une tache jaune

sur la CCM lors de la révélation avec I’acide sulfurique et chauffage.

Ce composé montre un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 417 [M-H] sur le spectre de
masse ESI-MS en mode négatif (Figure 111.153), correspondant a une masse moléculaire de 418 Da et
une formule en CxHi18010, Soit une différence de -16 par rapport au composé précédent Eg7
(C20H18011).

Kaempférol-3-0-a-L-arabinopyranoside

Figure 111.152. Structure du composé Eg8

T vl

Figure 111.153. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg8

Sur le spectre RMN *H effectué dans CDsOD (Figure 111.154) on distingue les deux doublets a
on 6,21 (1H, d, 2,1 Hz) et 6,41 (1H, d, 2,0 Hz) des protons H-6 et H-8 du cycle A d’un flavonoide.
Aussi dans la zone des protons aromatiques on remarque deux signaux d’intégration 2H sous forme de

doublet chacun a o 6,90 (1H, d, 8,9 Hz) et 8,07 (1H, d, 8,9 Hz) correspondant aux protons
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(H-3', H-5') et (H-2', H-6") respectivement. Ceci suggere une symétrie au niveau du cycle aromatique B

signifiant que ce cycle et di-substitué en position para. En concéquence, la génine de ce compose est
identifié au kaempférol.

On remarque une similarité entre le proton anomérique qui sort a dn 5,15 sous forme d’un
doublet avec une constante de couplage de 6,4 Hz, ainsi que le reste des protons du sucre résonant dans

la zone entre 3,30 & 4,00 ppm, et ceux du compose Eg7 (Figure 111.145), donc le sucre arabinose
représente la partie osidique de ce composé.
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Figure 111.154. Spectre RMN *H du composé Eg8 (CD3;0D, 500 MHz)

Le spectre RMN 3C enregistré dans CD3OD (Figure 111.155) confime la symétrie du cycle B et
permet d’identifier les carbone de la molécule. On constate que les cabones C-2 et C-3 ont des

déplacements chimiques de 158,8 et 135,5 ppm attestant que 1’arabinose est attaché au carbone C-3 par
une liaison (C-O-C).
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Figure 111.155. Spectre RMN *C du composé Eg8 (CD3OD, 125 MHz)
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L’interprétation des spectres RMN 2D (COSY, HSQC et HMBC) et masse ESI-MS, et la

comparaison avec les déplacements chimiques rapportés dans la littérature (Cui et al., 2018),

permettent d’identifier le produit Eg8 (Figure 111.152) comme kaempférol-3-O-a-L-arabinopyranoside.

Ce métabolite secondaire présente une bonne activité antioxydante et il a été isolé

antérieurement des especes Euphorbia supina (Ryu et al., 2016), E. sikkimensis (Yang et al., 2013),

Miconia albicans (Melastomataceae) (Lima et al., 2018) et autres.

Tableau 111.19. Déplacements chimiques en RMN *H et 13C du composé Eg8 dans CDzOD

Position on, M, J dc Position oH, M, J dc
2 / 158,8 1" 5,15, 1H, d, 6,4 Hz 104,3
3 / 135,5 2" 3,89,1H,dd, 8,2,6,4Hz 72,7
4 / 179,6 3" 3,63,1H,dd, 8,3,3,1Hz 74,0
5 / 163,1 4" 3,79, 1H, m 69,0
6 6,21, 1H, d, 2,1 Hz 99,9 S"a 3,79, 1H, m 66,8
7 / 166,1 5"b 3,41, 1H, dl, 10,3 Hz
8 6,41, 1H, d, 2,0 Hz 94,7
9 / 158,5
10 / 105,6
1 / 122,6
2 8,07, 1H, d, 8,9 Hz 132,3
3 6,90, 1H, d, 8,9 Hz 116,2
4 / 161,7
5 6,90, 1H, d, 8,9 Hz 116,2
6 8,07,1H, d, 8,9 Hz 132,3

111.2.9. Elucidation structurale du composé Eg9

Le produit Eg9 (Figure 111.156) est purifi¢é sous forme d’une poudre jaune soluble dans le

méthanol. Ce composé est visible sous UV a 254 et 366 nm, et donne une tache jaune sur sa CCM

apres la révélation avec une solution d’acide sulfurique et chauffage.
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Le spectre de masse ESI-MS en mode positif (Figure 111.157) de ce composé montre un pic
d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 473 [M+Na]*, donc une masse moléculaire de 450 et une formule

brute en C20H18012, soit une différence de +16 par rapport au produit EQ7 (C20H18011).

Myricétine-3-0-a-L-arabinopyranoside

Figure 111.156. Structure du composé Eg9
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Figure 111.157. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Eg9

Les deux spectres RMN *H et *C réalisés dans CD3OD (Figures 111.158 et 111.159) montrent
une similarité dans la partie génine avce les spectres du composé Eg5 (la myricetine) (Figures 111.139
et 111.140). En effet, on remarque la présence des signaux des protons H-6 et H-8 sous forme de doublet
chacun & 81 6,21 et 6,40 sur le spectre RMN H, ainsi que leurs carbones sur le spectre 3C a 5c 99,4 et

94,6 respectivement. Un singulet d’intégration 2H résonne a 6y 7,32 correspondant aux deux protons
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équivalents H-2" et H-6". Les carbones C-2' et C-6’ sont représentés par le pic qui sort a dc 109,8
(Chung et al., 2004).

En plus, la comparaison de la partie osidique du produit Eg9 avec celle du composé Eg7
(arabinose) (Figure 111.145 et 111.146) laisse suggérer une rassemblance au niveau des signaux des
spectres RMN (*H et *C), notamment, avec les constantes de couplage et les déplacements chimiques.
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Figure 111.158. Spectre RMN *H du composé Eg9 (CDs0D, 500 MHz)
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Figure 111.159. Spectre RMN *C du composé Eg9 (CDsOD, 125 MHz)
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Ces constatations et les données de la littérature nous conduisent & caractériser la structure du
composé Eg9 (Figure 111.156) comme myricétine-3-O-a-L-arabinopyranoside (El-toumy et al., 2010).
Ce métabolite secondaire est isolé pour la premiére fois du genre Euphorbia, il a été aussi purifiée des
plantes Homonoia riparia (Euphorbiaceae) (Park et al., 2014), Acacia saligna (Fabaceae) (El-toumy et
al., 2010).

Tableau 111.20. Déplacements chimiques en RMN *H et 13C du composé Eg9 dans CD3OD

Eg9
Position o, m, J dc Position o, M, J dc
2 / 158,7 1" 5,18, 1H, d, 6,7 Hz 104,8
3 / 135,8 2" 3,89, 1H, m 73,0
4 / 179,4 3" 3,65, 1H,dd, 8,4,3,3Hz 74,2
5 / 163,1 4" 3,83, 1H,m 69,2
6 6,21, 1H, d, 2,1 Hz 99,4 5"a 3,87, 1H,m 67,1
5"b 3,47,1H,dd, 11,8, 1,0 Hz
7 / 166,0
8 6,40, 1H, d, 2,1Hz 94,6
9 / 158,4
10 / 105,6
1 / 127,7
2 7,32, 1H, s 109,8
3 / 146,5
4' / 138,1
5 / 146,5
6 7,32, 1H, s 109,8

111.2.10. Elucidation structurale du composé Eg10

Le produit Eg10 (Figure 111.160) est obtenu sous forme d’une poudre jaune soluble dans le
méthanol et visible sous UV a 254 et 366 nm. Il donne une tache jaune sur la CCM apreés la révélation

avec ’acide sulfurique et chauffage.
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Le produit Eg10 indique un pic d’ion pseudo-moléculaire sur son spectre de masse ESI-MS en
mode positif (Figure 111.161) a m/z = 471 [M+Na]", pour une masse moléculaire de 448 Da

correspondant & une formule brute en C21H20011.

Quercétine-3-0-a-L-rhamnopyranoside
Figure 111.160. Structure du compose Eg10
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Figure 111.161. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Eg10

Le spectre RMN H effectué dans CD3OD (Figure 111.162) révéle la présence des deux protons
H-6 et H-8 repérés a on 6,20 (1H, d, 2,1 Hz) et 6,37 (1H, d, 2,1 Hz) respectivement, ainsi que les trois
protons aromatiques H-5', H-6" et H-2" du cycle B a 1 6,91 (1H, d, 8,3 Hz), 7,31 (1H, dd, 8,3, 2,1 Hz)

et 7,33 (1H, d, 2,1 Hz) respectivement. Donc d’aprés ces données ainsi que celles issues des spectres
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RMN *3C J-modulé, HSQC et HMBC (Figures 111.163, 111.165 et 111.166) on conclut que la génine est
la quercetine.

Il reste donc a élucider la partie osidique de ce composé. Dans la zone des protons anomériques
on distingue un signal sous forme d’un doublet tres serré a on 5,35 (1H, d, 1,5 Hz) attribué au proton
H-1", un autre signal & 4,22 ppm (1H, dd, 3,3, 1,7), ensuite, trois signaux a 3,75 ppm (1H, dd, 9,3, 3,4
Hz), 3,42 ppm (1H, m) et 3,35 ppm (1H, t, 3,5 Hz). Dans la zone des protons blindés, on observe un
grand signal sous forme d’un doublet d’intégration 3H qui résonne a 0,94 ppm (1H, d, 6,1 Hz)
correspondant a un méthyle. Les constantes de couplage du proton anomérique H-1" et des protons du

méthyle attestent que ce sucre est un deoxyhexose.
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Figure 111.163. Spectre RMN *C J-modulé du composé Eg10 (CD3;OD, 125 MHz)
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L’analyse du spectre COSY (Figure 111.164) permet d’identifier les protons de ce sucre.

Commencant par le proton anomérique qui montre une tache de corrélation avec le proton a on 4,22

(H-2"), ce dernier corréle a son tour avec le proton H-3" résonant a 3,75 ppm. Le proton H-3" montre

une tache de corrélation avec le proton a én 3,35 assigné au proton H-4", tandis que le proton H-5" qui

résonne a dH 3,42 couple avec le proton H-4" d’une part et les protons méthyliques Hz-6" a 0,94 ppm

d’autre part. Ces attributions conduisent a identifier ce sucre a un rhamnose.
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Figure 111.164. Spectre COSY du composé Eg10
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En outre, les spectres RMN 3C J-modulé, HSQC et HMBC (Figures 111.163, 111.165 et 111.166)

permettent d’identifier les carbones de chaque proton ainsi que les carbones quaternaires. Sur le spectre

HMBC, le proton anomérique indique une tache de correlation avec le carbone C-3, ce qui nous

ammene a conclure que le rhamnose est porté sur le carbone C-3 de la quercetine.
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Figure 111.166. Spectre HMBC du composé Eg10

178




Partie I11. Résultats et discussion

Chapitre 2. Etude spectrale des composés isolés de Euphorbia gaditana Coss.

A Tissue de cette analyse et la comparaison avec les données de la littérature (Kong et al.,

2014), le composé Eg10 (Figure 111.160) est élucidé comme quercétine-3-O-a-L-rhamnopyranoside. Ce

produit présente des activités antioxydante, Antimalaria et antifongique (Babujanarthanam et al., 2011 ;

Liu et al., 2007 ; Lu et al., 2002), et il a été purifié de plusieurs plantes telle que Euphorbia petiolata

(Nazemiyeh et al., 2010 ; Liu et al., 2007), Euphorbia characias (Pisano et al., 2016), Acacia saligna

(Fabacees) (El-toumy et al., 2010) et Calligonum comosum (Polygonacées) (Badria et al., 2007).

Tableau I11.21. Déplacements chimiques en RMN *H et 3C du composé Eg10 dans CDsOD

Egl10
Position o, m, J dc Position o, M, J dc
2 / 159,2 1" 5,35,1H,d,1,5Hz 103,5
3 / 136,2 2" 4,22,1H,dd, 3,3, 1,7Hz 71,9
4 / 179,6 3" 3,75,1H,dd, 9,3,34Hz 721
5 / 163,2 4" 3,35, 1H,t,95Hz 73,2
6 6,20, 1H, d, 2,1 Hz 99,8 5" 3,42, 1H,m 72,0
7 / 165,8 6" 0,94, 1H, d, 6,1 Hz 17,9
8 6,37, 1H, d, 2,1 Hz 94,7
9 / 158,4
10 / 105,9
1 / 123,0
2 7,33, 1H, d, 2,1 Hz 116,9
3 / 146,4
4’ / 149,8
S 6,91, 1H, d, 8,3 Hz 116,4
6 7,31,1H,dd, 8,3,2,1 Hz 122,9

111.2.11. Elucidation structurale du composé Egl1l

Le métabolite secondaire Egll (Figure 111.167) est purifié sous forme d’une poudre jaune

soluble dans le méthanol, visible sous la lumiére UV a 254 et 366 nm. Sa tache apparait sur CCM sous

forme d’une tache jaune lors de la révélation avec 1’acide sulfurique et le chauffage.
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Le spectre de masse ESI-MS (Figure 111.168) en mode positif du composé Egl1l montre un pic
d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 487 [M+Na]", soit une masse moléculaire de 464 Da correspond a

une formule brute de C21H20012.

Myricétine-3-O-a-L-rhamnopyranoside

Figure 111.167. Structure du composé Egll
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Figure 111.168. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Egll
Le spectre RMN H (Figure 111.169) montre des signaux dans trois parties distinctes :
-Partie aromatique 6 < 61 > 7
-Partie osidique 3 <dn > 5,5
-Partie aliphatique 61 = 0,96

Ce spectre indique la présence de trois signaux dans la zone des aromatique, commencant par le
doublet repéré a 6w 6,20 (1H, d, 2,1 Hz, H-6), ensuite 1’autre doublet a 84 6,37 (1H, d, 2,1 Hz, H-8), et
le singulet d’intégration 2H qui résonne a 61 6,95 (2H, s, H-2', H-6").
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Figure 111.169. Spectre RMN *H du composé Eg11 (CDsOD, 500 MHz)

Sur le spectre RMN 3C J-modulé réalisé dans CDsOD (Figure 111.170), on peut facilement
identifier les carbones de cette partie qui est identique a celle du composé Eg5, donc la partie génine

représente le squelette de la myricétine.

Passant a la partie osidique, on remarque que le proton anomérique H-1" résonne a on 5,32 avec
une petite constante de couplage (J = 1,4 Hz). En plus, on observe un doublet a 4 0,97 avec une

constante de couplage de J = 6,2 Hz, ce qui nous oriente vers un sucre de type deoxyhexose.
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Figure 111.170. Spectre RMN *C J-modulé du composé Eg11 (CDsOD, 125 MHz)
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L’analyse des spectres COSY et HSQC et la mésure des valeurs des constantes de couplages
atteste que cette partie est identique a celle du composé Egl10 déterminée comme un rhamnose. Le
point de branchement du rhamnose a I’aglycone (myricétine) en carbone C-3 a été établie selon
I’analyse HMBC montrant une tache de corrélation entre le proton anomére H-1" et le carbone C-3. Le

déplacement chimique du carbone C-2 (159,4 ppm) en apporte la confirmation.

Donc, la structure du produit Egll (Figure 111.167) a €té identifiée a la myricétine-3-O-a-L-
rhamnopyranoside (El-toumy et al., 2010). La littérature cite ce composé pour ces pouvoirs antioxydant
et antimalaria, et dans plusieurs travaux phytochimiques sur des especes telle que Euphorbia hirta (Liu
et al., 2007), Euphorbia aucherii (Jassbi 2006), Euphorbia petiolata (Nazemiyeh et al., 2010), Miconia
albicans (Melastomataceae) (Lima et al., 2018), Homonoia riparia (Euphorbiaceae) (Park et al., 2014)

et Acacia saligna (Fabacées) (El-toumy et al., 2010).

Tableau 111.22. Déplacements chimiques en RMN H et $3C du composé Eg11 dans CDsOD

Egll
Position on, M, J dc Position oH, M, J dc
2 / 159,4 1" 532,1H,d,14 103,6
3 / 136,3 2" 4,22,1H,dd, 3,3,1,7Hz 718
4 / 179,7 3" 3,79,1H,dd, 9,6,3,3Hz 72,1
5 / 163,2 4" 3,35, 1H,t, 5,0 Hz 73,3
6 6,20, 1H, d, 2,1 Hz 99,8 5" 3,52, 1H,m 72,0
7 / 165,8 6" 0,97, 1H, d, 6,2 Hz 17,6
8 6,37, 1H, d, 2,1 Hz 94,6
9 / 158,5
10 / 105,9
1 / 1219
2 6,95, 1H, s 109,5
3 / 146,8
4' / 137,9
5 / 146,8
6 6,95, 1H, s 109,5
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111.2.12. Elucidation structurale du composé Eg12

Le produit Egl2 (Figure 111.171) est isolé sous forme d’une poudre jaune soluble dans le
méthanol. 1l montre une tache visible sous UV a 254 et 366 nm, qui se colore en jaune apres la

révélation avec une solution d’acide sulfurique et chauffage.

Un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 499 [M+Na]* est observé sur le spectre de masse
ESI-MS (Figure 111.172) de ce composé attestent de la présence d’une masse moléculaire de 476 Da

avec une formule brute de C22H2001>.

HO
OH
6"-méthyl kaempférol-3-O-f3-D-glucuronide

Figure 111.171. Structure du composé Eg12

|M+Nal* <D R M e

Figure 111.172. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Eg12
Selon le spectre RMN H effectué dans CDsOD (Figure 111.173), les deux signaux a 6,23 et
6,42 ppm sous forme d’un doublet chacun avec J = 2,0 Hz sont assignes aux protons H-6 et H-8

respectivement des flavonoides. Les deux autres doublets d’intégration 2H chacun résonant a 6,87 et

8,03 ppm sont attribuables aux protons aromatiques (H-3', H-5) et (H-2', H-6") respectivement, la
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constante de couplage (J = 8,9 Hz) et I’intégration des signaux indiquent que le noyau aromatique du
cycle B est di-substitué en para, et présente une symétrie. Donc, on suggere la structure du kaempférol

pour la partie génine.

Un proton anomérique avec une grande constante de couplage a été détecté a 5,26 ppm
(1H, d, 7,5 Hz, H-1"), un autre signal apparu sous forme de singulet d’intégration 3H a 3,65 ppm

correspond & un groupement méthoxyle.
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Figure 111.173. Spectre RMN *H du composé Eg12 (CDsOD, 500 MHz)

Les carbones des protons analysés sont détectés sur le spectre HSQC (Figure 111.174) a ¢ 100,8 (C-6),
94,8 (C-8), 116,0 (C-3' et C-5"), 132,3 (C-2' et C-6'), 104,6 (C-1") et 52,8 (O-CHy).
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Figure 111.174. Spectre HSQC du composé Eg12
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Le spectre COSY (Figure 111.175) révele un couplage entre le proton anomérique H-1" et le
proton a dn 3,45 (1H, t, 8,9 Hz) correspondant au proton H-2". Celui-ci corréle avec le proton H-3" a
on 3,48 (1H, t, 8,7 Hz), ce dernier présente une autre tdche de corrélation avec le proton H-4" qui
résonne a on 3,55 (1H, t, 9,0 Hz). Le dernier couplage indiqué par le spectre COSY est assigné a la
corrélation entre les deux protons H-4"/H-5" (&n 3,75, 1H, d, 9,8 Hz).

On peut assigner facilement les carbones de ces protons du sucre a oc 75,4 (C-2"), 77,3 (C-3"), 72,8
(C-4"), 77,1 (C-5") par I’analyse de I’expérience HSQC (Figure I11.174).
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Figure 111.175. Spectre COSY du composé Eg12

Sur le spectre HMBC (Figure 111.176), on remarque des taches de corrélation entre le proton
H- 5” et les protons du méthoxyle Hs-7" avec un carbone localisé dans la région des acides a é¢c 170,5
attribuable au carbone C- 6”. Donc, d’apreés les grandes constantes de couplage des protons du sucre, la
multiplicité du proton H-5" et les corrélations détectées sur le spectre HMBC des protons H-5" et
Hs-7" avec le carbone de 1’acide, tout cela implique la présence d’un acide glucuronique

(ou glucuronide).
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Figure 111.176. Spectre HMBC du composé Eg12

185



Partie I11. Résultats et discussion

Chapitre 2. Etude spectrale des composés isolés de Euphorbia gaditana Coss.

Figure 111.177. Corrélations HMBC au niveau de 1’acide glucuronique

En se basant sur les données de la spectrométrie de masse, les analyses RMN 1D et 2D et la

comparaison avec les données de la litérature (Zaghloul 1993), on identifie le composé Eg12 (Figure

111.171) comme 6"-méthyl kaempférol-3-O-p-D-glucuronide, qui a été déja isolé des espéces Euphorbia
wallichii (Yang et al., 2015) et Euphorbia dracunculoides (Zaghloul 1993).

Tableau 111.23. Déplacements chimiques en RMN *H et 3C du composé Eg12 dans CDsOD

Egl2
Position o, m, J dc | Position o, M, J dc
2 / 159,4 1" 5,26, 1H,d, 7,5 Hz 104,6
3 / 135,3 2" 3,45, 1H,t, 89 Hz 75,4
4 / 179,3 3" 3,48, 1H,t, 8,7 Hz 77,3
5 / 163,1 4" 3,55, 1H,t,9,0 Hz 72,8
6 6,23, 1H, d, 2,0 Hz 100,0 5" 3,75,1H,d, 9,8 Hz 77,1
7 / 166,1 6" / 170,5
8 6,42, 1H, d, 2,0 Hz 94,8 7" 3,65, 3H, s 52,8
9 / 158,5
10 / 105,6
1 / 122,5
2 8,03, 1H, d, 8,9 Hz 132,3
3 6,87, 1H, d, 8,9 Hz 116,0
4 / 161,7
S 6,87, 1H, d, 8,9 Hz 116,0
6' 8,03, 1H, d, 8,9 Hz 132,3
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111.2.13. Elucidation structurale du composé Eg13

Le métabolite secondaire Eg13 (Figure 111.178) est obtenu sous forme d’une poudre blanche
soluble dans le méthanol. Il présente une fluorescence sous la lumiere UV a 254 et 366 nm. Ainsi, la

révélation de sa CCM avec I’acide sulfurique et le chauffage montre une tache jaune.

Le spectre de masse ESI-MS en mode négatif (Figure 111.179) du composé Eg13 montre un pic
d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 461 [M-H], correspondant a une masse moléculaire de 462 Da avec

une formule brute de Co1Hi1gO12, soit une différence de -14 unités par rapport au produit Egl2
(M = 476 Da).

Kaempférol-3-O-4-D-glucuronide

Figure 111.178. Structure du composé Eg13
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Figure 111.179. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg13
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La comparaison des spectres RMN *H et *C enregistrés dans CDsOD (Figures 111.180 et
111.181) du composé Eg13 avec ceux du composé Egl2 précédemment identifié suggére une similitude
structurale en ces deux produits. La différence réside dans la disparition des signaux du groupement
méthoxyle observé dans le cas du composé Egl2. La diminition de la masse moléculaire de 14 unités

confirme 1’absence du groupement méthylique 1ié¢ a ’acide glucuronique.
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Figure 111.181. Spectre RMN C du composé Eg13 (CDsOD, 125 MHz)
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Ceci nous conduit a proposer pour le métabolite secondaire Eg13 la structure kaempférol-3-O-
p-D-glucuronopyranoside (Satake et al., 2007). Ce composé antioxydant a été signalé dans de
nombreuses investigations phytochimiques sur Euphorbia hirta (Mekam et al., 2019), E. schimperi
(Ahmed et al., 2017), Centella asiatica (Apiaceae) (Satake et al., 2007) et Calligonum comosum
(Polygonaceae) (Badria et al., 2007).

Tableau 111.24. Déplacements chimiques en RMN H et $3C du composé Eg13 dans CDsOD

Egl3
Position o, m, J dc | Position o, M, J dc
2 / 159,3 1" 5,27,1H,d, 7,5 Hz 104,5
3 / 135,5 2" 3,49, 1H,t,8,8 Hz 75,3
4 / 179,3 3" 3,45, 1H,t, 89 Hz 72,9
5 / 163,0 4" 3,57,1H,t,9,4 Hz 77,6
6 6,21, 1H, sl 100,0 5" 3,71, 1H, d, 9,7 Hz 77,0
7 / 166,1 6" / 173,2
8 6,40, 1H, sl 94,8
9 / 158,5
10 / 105,6
1 / 122,4
2 8,04, 1H, d, 8,6 Hz 132,4
3 6,86, 1H, d, 8,6 Hz 116,1
4 / 161,7
S 6,86, 1H, d, 8,6 Hz 116,1
6 8,04, 1H, d, 8,6 Hz 132,4

111.2.14. Elucidation structurale du composé Egl4

Le compose Eg14 (Figure 111.182) a été isolé sous forme d’une poudre amorphe blanche soluble
dans le méthanol. La CCM de ce produit montre une tache visible sous lumiére UV a 254 et 366 nm, se

révélant en coloration jaune par I’acide sulfurique et chauffage.

Le produit Eg14 révele un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 477 [M-H] sur son spectre de
masse ESI-MS en mode négatif (Figure 111.183), il correspond a une masse moléculaire de 478 Da et

189




Partie I11. Résultats et discussion Chapitre 2. Etude spectrale des composés isolés de Euphorbia gaditana Coss.

une formule brute de C1Hi18013, soit une différence de +16 par rapport au compose Egl3
(M = 462 Da).

OH
Quercétine-3-0-F-D-glucuronopyranoside

Figure 111.182. Structure du compose Egl4
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Figure 111.183. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du compose Egl4

Les spectres RMN H et 13C réalisés dans CD3OD (Figures 111.184 et 111.185) attestent qu’il y a
une similarité entre les deux composes Egl4 et Eg10 (Figures 111.162 et 111.163) dans la partie génine
(quercétine), et que la partie osidique et identique a celle du produit Eg13 (Figures 111.180 et 111.181)

(acide glucuronique).

En effet, le spectre RMN 'H indique clairement les trois fragments, premiérement, les trois
protons H-2', H-6’ et H-5' du cycle B, ensuite, les deux doublets a o1 6,40 et 6,20 attribuables aux
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protons H-8 et H-6 du cycle A. La partie osidique est aussi trés claire avec de grandes constantes de
couplages, un doublet du proton anomérique a én 5,31 (J = 7,6 Hz), les trois triplets & on 3,59
(1H, 9,1 Hz, H-4"), 3,47 (1H, 9,0 Hz, H-3") et 3,53 (1H, 9,0 Hz, H-2"), le dernier signal a attribuer est
celui du proton H-5" a 64 3,78 (d, 9,2 Hz).
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Figure 111.184. Spectre RMN “H du composé Eg14 (CD30D, 500 MHz)
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Figure 111.185. Spectre RMN *C du composé Eg14 (CD3OD, 125 MHz)

L’analyse des spectre RMN et masse, et la comparaison avec la littérature (Satake et al., 2007),
permettent d’attribuer la structure quercétine-3-O-f-D-glucuronopyranoside au produit Egl4 (Figure

111.182). La littérature indique que ce composé révele une bonne activité antioxydante et il est obtenus a
partir des mémes plantes que le produit Eg13.
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Tableau 111.25. Déplacements chimiques en RMN *H et *3C du composé Eg14 dans CD3OD

Egl4
Position o, m, J dc | Position on, M, J dc
2 / 159,1 1" 5,31, 1H, d, 7,6 Hz 104,4
3 / 135,6 2" 3,53, 1H,t,9,0 Hz 75,4
4 / 179,3 3" 3,47,1H,t,9,0 Hz 73,0
5 / 163,0 4" 3,59, 1H,t,9,1 Hz 777
6 6,20, 1H,d, 1,4 Hz 100,0 S 3,78,1H,d, 9,2 Hz 77,2
7 / 166,1 6" / 173,6
8 6,40, 1H,d, 1,4 Hz 94,8
9 / 158,5
10 / 105,7
1 / 122,8
2 7,71, 1H, d, 1,5 Hz 117,4
3 / 146,0
4' / 149,9
5 6,85, 1H, d, 8,5 Hz 116,1
6 7,58,1H,dd, 8,4,1,5Hz 123,3

111.2.15. Elucidation structurale du composé Egl15

Le produit Eg15 (Figure 111.186) est obtenu sous forme d’une poudre amorphe blanche soluble
dans le méthanol. Il montre une tache visible sous UV a 254 et 366 nm sur sa CCM, qui se révele avec

une couleur jaune trés claire lors de la révélation avec ’acide sulfurique et le chauffage.

Un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 507 [M-H]" visualisé sur le spectre de masse ESI-MS
en mode négatif (Figure 111.187) du composé Eg15, implique une masse moléculaire de 508 Da et une

formule brute de C22H20014.
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6"-méthyl myricétine-3-O-4-D-glucuronopyranoside
Figure 111.186. Structure du composé Egl5
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Figure 111.187. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Egl15

Les spectres RMN H et 3C (Figures 111.188 et 111.189) du composé Egl5 exhibitent une
similitude structurale avec ceux des composés Egll (Figures 111.169 et 111.170) (partie aglycone) et
Egl12 (Figure 111.173) (partie osidique). En effet, le singulet d’intégration 2H a on 7,22 (H-2' et H-6")
sur le spectre RMN *H, ainsi que les deux doublets a 51 6,40 (H-8) et 6,21 (H-6), requiérent la présence

de la myricétine comme partie génine.
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L’anomére qui résonne a o4 5,23 (1H, d, 7,8 Hz, H-1"), en plus du doublet du proton H-5" avec

les trois triplets localisés entre 3,40 et 3,60 ppm (H-4", H-2" et H-3") suggérent la présence de 1’acide
glucuronique.

Un méthoxyle a 61 3,67 est forcément lié au carbone C-6" (équivalent au méthoxyle du produit Eg12).
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Figure 111.188. Spectre RMN *H du composé Eg15 (CDsOD, 500 MHz)

Les carbones du composé Eg15 sont facilement attribuables sur le spectre RMN C (Figure 111.189).
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Figure 111.189. Spectre RMN C du composé Eg15 (CDsOD, 125 MHz)
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A T’issue de cette analyse et la comparaison avec la littérature le métabolite secondaire Eg15

(Figure 111.186) est élucidé comme 6”-méthyl myricétine-3-O-f-D-glucuronopyranoside. On note que

ce produit est isolé pour la premiére fois du genre Euphorbia et pour la deuxieme fois de la régne

végétale apres sa purification de 1’espéce Lumnitzera racemosa (Combretaceae) (Gomaa Darwish et al.,

2016). Ainsi, il présente une bonne activité antioxydante et antiinflammatoire (Hiermann et al., 1998).

Tableau 111.26. Déplacements chimiques en RMN H et $3C du composé Eg15 dans CDsOD

Egl5
Position o, m, J dc | Position o, M, J dc
2 / 159,4 1" 5,23,1H,d, 7,8 Hz 104,7
3 / 135,5 2" 3,55, 1H,t,9,1 Hz 75,2
4 / 179,2 3" 3,45, 1H,t,9,1 Hz 78,4
5 / 163,0 4" 3,58, 1H,t,9,1 Hz 72,7
6 6,21, 1H, d, 2,1 Hz 99,9 5" 3,76, 1H, d, 9,8 Hz 78,1
7 / 166,1 6" / 170,9
8 6,40, 1H, d, 2,1 Hz 94,7 7" 3,67,3H,s 53,0
9 / 158,4
10 / 105,6
1 / 121,8
2 7,22, 1H,s 109,9
3 / 146,4
4 / 138,1
S / 146,4
6 7,22,1H,s 109,9

111.2.16. Elucidation structurale du composé Eg16

Le métabolite secondaire Eg1l6 (Figure 111.190) est purifié sous forme d’une poudre jaune

soluble dans le méthanol. Il est visible sous la lumiére UV a 254 et 366 nm, se colorant en jaune apres

la révélation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage.
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Le spectre de masse ESI-MS en mode negatif du produit Eg16 (Figure 111.191) permet de
visualiser un pic d’ion pseudo-moléculaire & m/z = 493 [M-H], indiquant une masse moléculaire de

494 Da qui correspond a une formule brute en C21H18O1a.

Myricétine-3-0-4-D-glucuroonopyranoside
Figure 111.190. Structure du composé Eg16
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Figure 111.191. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg16

Vu la similarité entre les spectres RMN 'H et 3C des composés Egl6 (Figures 111.192 et
111.193) et Eg15 (Figures 111.188 et 111.189), la différence de masse moléculaire de -14 Da entre les

deux composés (Figures 111.191 et 111.187), 1’absence du pic du groupement méthoxyle sur le spectre
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RMN 'H et son carbone sur le spectre RMN C, on déduit que le produit Eg16 (Figure 111.190) est la

myricétine-3-O-4-D-glucuronopyranoside (Hilbert et al., 2014).
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Figure 111.193. Spectre RMN 3C du composé Eg16 (CD3OD, 125 MHz)
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On tient a signaler I’isolement de ce composé pour la premiere fois du genre Euphorbia. Il
présente une activité antiinflammatoire (Hiermann et al., 1998), et il est obtenu antérieurement a partir
de Schinus terebinthifolia (Anacardiaceae) (lwanaga et al., 2018) er Malva verticillata (Malvaceae)
(Bao et al., 2017).

Tableau 111.27. Déplacements chimiques en RMN H et $3C du composé Eg16 dans CDsOD

Egl6
Position o, m, J dc | Position on, M, J dc
2 / 159,2 1" 5,37, 1H, d, 7,7 Hz 104,4
3 / 135,8 2" 3,56, 1H,t,9,0 Hz 75,5
4 / 179,3 3" 3,50, 1H, t,9,0 Hz 73,3
5 / 163,0 4" 3,60, 1H,t,9,0 Hz 78,0
6 6,20, 1H, d, 2,0 Hz 99,9 5" 3,68, 1H, d, 9,7 Hz 77,8
7 / 166,1 6" / 175,6
8 6,39, 1H, d, 2,1 Hz 94,6
9 / 158,4
10 / 105,6
1 / 121,6
2 7,36, 1H, s 109,9
3 / 146,5
4' / 138,0
5 / 146,5
6 7,36, 1H, s 109,9

111.2.17. Elucidation structurale du composé Eg17

Le composé Egl7 (Figure 111.194) est isolé sous forme d’une poudre jaune amorphe soluble
dans le méthanol. Il est visible sous lumiére UV a 254 et 366 nm et il apparait sous forme d’une tache

jaune foncé sur la CCM lors de la révélation avec 1’acide sulfurique et chauffage.

Le spectre de masse ESI-MS de ce produit (Figure 111.195) enregistré en mode positif montre un
pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 623 [M+Na]*, soit une masse moléculaire de 600 Da pour une

formule brute de C2gH24015.
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Quercétine-3-0-(2"-0-galloyl)-a-L-rhamnopyranoside

Figure 111.194. Structure du composé Egl7
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Figure 111.195. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Egl7

L’analyse combinée des spectres RMN *H et 3C J-modulé effectués dans CD3;OD des
composés Egl7 (Figures 111.196 et 111.197) et Eg10 (Figure 111.162 et 111.163) permet d’identifier le
fragment quercétine-3-O-rhamnopyranose ou le proton H-2" du rhamnose est déplacé vers les champs
faibles. Sur le spectre RMN *H de Egl17 on observe en plus, un signal sous forme d’un singulet
d’intégration 2H a on 7,08 correspondant a deux protons aromatiques équivalents. En outre, on
remarque la présence de sept carbones de plus sur le spectre RMN *3C dont un résonne dans la zone des
esters a ¢ 167,4, ce qui implique I’existence d’un autre noyau aromatique symeétrique tetra-substitue,

dont un des substituants est une fonction ester.
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Figure 111.197. Spectre RMN 3C J-modulé du composé Eg17 (CDsOD, 125 MHz)

Avec le spectre COSY (Figure 111.198), on peut attribuer facilement les protons du rhamnose, et
confirmer la position du proton H-2" a on 5,63 sous forme d’un doublet de doublets tres serré, avec
J = 3,3 et 1,8 Hz suite a son couplage avec le proton anomere H-1" reperé a 5,50 ppm (d, 1,6 Hz) et le
proton H-3" qui résonne a 4,05 ppm (dd, 9,2, 3,4 Hz). Les deux protons H-4" et H-5" donnent deux
signaux superposés sous forme d’un multiplet a 3,45 ppm. Le dernier doublet détecté est attribué au
méthyle Hz-6" (J = 5,7 Hz) du rhamnose.
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Figure 111.198. Spectre COSY du composé Egl7

Les carbones de la partie quercétine-3-O-rhamnose sont attribuables a 1’aide des expériences
HSQC et HMBC (Figures 111.199 et 111.200). Les carbones correspondant aux protons singulets H-2"" et

H-6"" sont détectés & 5c 110,4 (C-2"" et C-6"") selon 'HSQC.

“"'::!-;{.".0(‘. |

ppm

MA-I1B-EG-34-F3-24 . H-4"1 H-6
H-2' s mgis ! ‘ H-5'f f
I . l | “ H-3' |
H-6] | | | |
__pevee) ] J S ) A " " ppm
& enbean o
H-6"{C-6" ¢ a4
1 S
30
.
40
- 50
60
s leb H-2"C-2° H-37|C-3" H}5"/C-5]
o 5 70
(__J - ® 5
’ H-4"/Ct4" ”
. 20
csf HwSéC-S
c6
o1 G v 100
o | | serdogm | H6/CH6  malivc-1h
o | | e
C6 jr
¢ TR
s 4 HIYC-TL L b s
1 T 120
: H-6"/C}6’
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 ppm

Figure 111.199. Spectre HSQC du composé Egl7

201



Partie I11. Résultats et discussion Chapitre 2. Etude spectrale des composés isolés de Euphorbia gaditana Coss.

Le spectre HMBC (Figures 111.200 et 11.201) montre des taches de corrélations des protons
H-2"" et H-6"" avec quatre carbones différents a 6c 121,2 (C-1""), 140,0 (C-4"") et 146,5 correspondant
aux deux carbones aromatiques oxygénés équivalent C-3"" et C-5"". La derniére tache de corrélation
implique les protons H-2"", H-6"" et H-2" avec le carbone de I’ester a 6c 167,4 (C-7"). Cela atteste que

le deuxiéme groupement est le gallate, et qu’il est accroché au carbone C-2" du rhamnosyle.
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Figure 111.200. Spectre HMBC du composé Egl7

Figure 111.201. Corrélations HMBC montrant 1’attachement du gallate au rhamnose
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Toutes ces analyses spectroscopiques et la comparaison avec les données de la littérature (Isobe

et al., 1981) conduisent a élucider la structure du composé Egl7 (Figure 111.194) comme quercétine-3-

O-(2"-0O-galloyl)-a-L-rhamnopyranoside. Ce produit antioxydant est trouvé pour la premiére fois dans

le genre Euphorbia, il est sité dans de nombreuse travaux entérieurs sur les especes telles que

polygonum filiforme (Polygonacéeae) (Isobe et al., 1981), Miconia albicans (Melastomataceae) (Lima

et al., 2018), Acer ginnala (Sapindaceae) (Li et al., 2013) et Limonium sinense (Plumbaginaceae) (Lin

et al., 2000).

Tableau 111.28. Déplacements chimiques en RMN *H et 3C du composé Eg17 dans CD3sOD

Egl7
Position o, M, J dc | Position oH, M, J dc

2 / 159,3 1" 5,50, 1H, d, 1,6 Hz 100,5
3 / 135,6 2" 5,63,1H,dd, 3,3,18Hz 735
4 / 179,4 3" 4,05, 1H,dd, 9,2,34Hz 70,7
5 / 163,2 4" 3,45, 1H, m 73,8
6 6,20, 1H, d, 2,1 Hz 99,9 5" 3,45, 1H, m 72,2
7 / 165,9 6" 1,03, 3H,d, 5,7 Hz 17,8
8 6,38, 1H, d, 2,1 Hz 94,7 1" / 121,2
9 / 158,5 2" 7,08, 1H, s 110,4
10 / 105,9 3" / 146,5
1 / 122,8 4" / 140,0
2 7,37, 1H, d, 2,1 Hz 116,9 " / 146,5
3 / 146,4 6" 7,08, 1H, s 110,4
4' / 149,9 7 / 167,4
5 6,95, 1H, d, 8,3 Hz 116,5

6 7,35,1H,dd, 8,2,2,1 Hz 122,9

111.2.18. Elucidation structurale du composé Eg18

Le produit Egl18 (Figure 111.202) est purifié sous forme d’une poudre jaune soluble dans le

méthanol. Ce composé est visible sous UV a 254 et 366 nm, et donne une tache jaune foncé sur sa

CCM apres une révélation avec une solution d’acide sulfurique et chauffage.
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Le spectre de masse ESI-MS en mode négatif (Figure 111.203) montre un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m/z = 599 [M-H], indiquant une masse moléculaire de 600 Da et C2sH24015 comme
formule brute. Il est & noté que les composés Eg18 et Egl7 possedent la méme masse moléculaire.

HO
Quercétine-3-0-(3"-0-galloyl)- a-L-rhamnopyranoside

Figure 111.202. Structure du composé Eg18

IB_EG_S54_F3_31_2
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339.1990
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Figure 111.203. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg18

La comparaison des spectres RMN *H et COSY du composé Eg18 (Figures 111.204 et 111.205)
avec ceux du produit Eg17 (Figures 111.196 et 111.198) révéle que dans Eg18, le signal du proton H-2"
(6w 4,48, dd, 3,1, 1,5 Hz) est blindé alors que le signal du proton H-3" est déblindé (6w 5,23, dd, 10,0,
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3,0 Hz). Avec ces données, et la comparaison avec celles obtenues de la littérature (Lin et al., 2002), on

assigne la structure quercétine-3-O-(3"-O-galloyl)-a-L-rhamnopyranoside au produit Eg18.
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Figure 111.204. Spectre RMN *H du composé Eg18 (CDsOD, 500 MHz)
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Figure 111.205. Spectre COSY du composé Eg18

Notre travail décrie cette molécule antioxydante pour la premiére fois dans le genre Euphorbia.
Par ailleur, elle est isolé antérieurement a partir de quelques plantes des autres genres comme Pyrus
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ussuriensis (Rosaceae) (Qiu et al., 2018), Rhus typhina (Anacardiaceae) (Qiu et al., 2016) et Acer
ginnala (Sapindaceae) (Li et al., 2013).

Tableau 111.29. Déplacements chimiques en RMN *H et 3C du composé Eg18 dans CDsOD

Egl8
Position on, m, J dc | Position o, M, J dc

2 / 159,3 1" 5,39,1H,d,1,1 Hz 103,5
3 / 136,2 2" 4,48,1H,dd, 3,1,15Hz 70,8
4 / 179,5 3" 5,23, 1H, dd, 10,0,3,0Hz 75,3
5 / 163,3 4" 3,67, 1H,t, 10,0 Hz 72,3
6 6,21, 1H, d, 2,0 Hz 99,8 5" 3,59, 1H, m 70,0
7 / 165,9 6" 1,00, 3H, d, 6,1 Hz 17,7
8 6,39, 1H, d, 2,0 Hz 94,7 1" / 121,7
9 / 158,6 2" 7,17, 1H, s 110,5
10 / 105,9 3" / 146,5
1 / 1229 4" / 140,0
2 7,40, 1H, d, 2,1 Hz 116,8 " / 146,5
3 / 146,4 6" 7,17, 1H, s 110,5
4' / 149,9 Ve / 167,2
S 6,95, 1H, d, 8,2 Hz 116,5

6 7,40,1H,dd, 8,2,2,1 Hz 123,1

111.2.19. Elucidation structurale du composé Eg19

Ce produit Eg19 (Figure 111.206) est obtenu sous forme d’une poudre jaune visible sous UV a
254 et 366 nm et soluble dans le méthanol. Il montre une tache jaune foncé sur la CCM apres la

révélation avec 1’acide sulfurique et chauffage.

Le spectre de masse ESI-MS en mode négatif (Figure 111.207) de ce composé présente un pic
d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 615 [M-H], soit une masse moléculaire de 616 Da correspondant a

une formule brute en C2gH24016.

206




Partie I11. Résultats et discussion Chapitre 2. Etude spectrale des composés isolés de Euphorbia gaditana Coss.

Myricétine-3-0-(2"-0-galloyl)-o-L-rhamnopyranoside

Figure 111.206. Structure du composé Eg19
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Figure 111.207. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg19

L’analyse des spectres RMN *H, 3C et COSY enregistrés dans CDsOD (Figures 111.208, 111.209
et 111.210) du produit Eg19 et la comparaison avec les spectres déja caractérisés du produit Egll
(Figure 111.169 et 111.170) et Eg17 (Figure 111.196, 111.197 et 111.198) montrent une grande similarité

structurale.
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Figure 111.208. Spectre RMN *H du composé Eg19 (CDsOD, 500 MHz)
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Figure 111.209. Spectre RMN **C du composé Eg19 (CDsOD, 125 MHz)
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Figure 111.210. Spectre COSY du composé Eg19

A cet effet, cette comparaison est refaite une deuxieme fois avec les données de la littérature
(Lee et al., 2017), le compose Eg19 (Figure 111.206) est élucidé comme myricétine-3-O-(2"-O-galloyl)-
a-L-rhamnopyranoside. Ce produit est considéré comme une molécule isolée du genre Euphorbia pour
la premiére fois. La littérature a mentionné la présence de cet flavonoide dans des espéces comme
Myrica rubra (Myricaceae) (Kim et al., 2013) et Limonium sinense (Plumbaginaceae) (Lin et al.,
2000), ainsi, la molécule trouvé a révélé des bonnes activités antioxydante et antiinflammatoire (Kim et
al., 2013).

Tableau 111.30. Déplacements chimiques en RMN H et $3C du composé Eg19 dans CDsOD

Eg19
Position OH, M, J dc | Position dH, M, J dc
2 / 159,4 1" 551,1H,d,1,1 Hz 100,5
3 / 165,6 2" 5,63,1H,dd, 3,1,1,5Hz 735
4 / 179,4 3" 4,04,1H,dd, 8,9,32Hz 70,7
5 / 163,2 4" 3,49, 1H,m 73,9
6 6,20, 1H, d, 2,0 Hz 99,8 5" 3,49, 1H,m 72,2
7 / 165,9 6" 1,04, 3H, d, 5,78 Hz 17,2
8 6,36, 1H, d, 2,0 Hz 94,7 1" / 121,3
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9 / 158,5 2" 7,08, 1H, s 110,4
10 / 105,9 3" / 146,5
1 / 121,8 4" / 140,0
2 6,98, 1H, s 109,6 " / 146,5
3 / 146,9 6" 7,08, 1H, s 110,4
4 / 138,0 I / 167,5
S / 146,9

6’ 6,98, 1H, s 109,6

111.2.20. Elucidation structurale du composé Eg20

Le composé Eg20 (Figure 111.211) est purifié¢ sous forme d’une poudre jaune soluble dans le
méthanol, visible sous la lumiére UV a 254 et 366 nm. Sa tache apparait sur CCM sous forme d’une

tache jaune foncé lors de la révélation avec I’acide sulfurique et le chauffage.

Ce composé montre un pic d’ion pseudo-moléculaire sur son spectre de masse ESI-MS en mode
négatif (Figure 111.212) identique a celui du produit Eg19 (Figure 111.207), & m/z = 615 [M-H]", avec

une masse moléculaire de 616 Da et une formule brute en CagH24016.

Myricétine-3-0-(3"-0-galloyl)- o-L-rhamnopyranoside

Figure 111.211. Structure du compose Eg20
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Figure 111.212. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg20

Les spectres RMN H, 3C et COSY des composés Eg20 (Figures 111.213, 111.214 et 111.215) et
Egl19 (Figures 111.208, 111.209 et 111.210) sont presque identiques, il n’y a que le changement des
déplacements chimiques des protons H-2" et H-3" du rhamnose, et vu qu’ils ont la méme masse
moléculaire, on déduit que le produit Eg20 (Figure 111.211) a la structure suivante : myricétine-3-O-(3"-

O-galloyl)-a-L-rhamnopyranoside (Sun et al., 1991).
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Figure 111.213. Spectre RMN *H du composé Eg20 (CDsOD, 500 MHz)
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Figure 111.214. Spectre RMN *C du composé Eg20 (CD3;0D, 125 MHz)
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Figure 111.215. Spectre COSY du composé Eg20
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Ce compose (Eg20) est isolé pour la premier fois du genre Euphorbia, il posséde une activité
cytotoxique moyenne, et il est purifié antérieurement & partir des plantes suivante Ardisia insularis
(Primulaceae) (Van et al., 2015), Memecylon polyanthum (Polyanthumin) (Chen et al., 2014) et

Limonium sinense (Plumbaginaceae) (Lin et al., 2000).

Tableau 111.31. Déplacements chimiques en RMN H et $3C du composé Eg20 dans CD3OD

Eg20
Position o, m, J dc | Position on, M, J dc

2 / 159,5 1" 5,29, 1H, d, 1,3 Hz 103,8
3 / 136,5 2" 4,29,1H,dd, 3,3,1,3Hz 70,9
4 / 179,6 3" 5,26, 1H,dd, 9,5, 3,3Hz 754
5 / 163,3 4" 3,71, 1H,m 72,3
6 6,21, 1H, d, 1,9 Hz 99,8 5" 3,71, 1H,m 70,0
7 / 165,9 6" 1,02, 1H, d, 5,8 Hz 17,7
8 6,38, 1H, d, 1,9 Hz 94,7 1" / 121,7
9 / 158,6 2" 7,18, 1H, s 110,5
10 / 105,9 3" / 146,4
1 / 121,9 4" / 139,9
2 7,00, 1H, s 109,6 5" / 146,4
3 / 146,9 6" 7,18, 1H, s 110,5
4' / 138,9 7 / 168,4
5 / 146,9

6 7,00, 1H, s 109,6

111.2.21. Elucidation structurale du composé Eg21

Le produit Eg21 (Figure 111.216) est isolé sous forme d’une poudre marron soluble dans le
méthanol. 1l montre une tache visible sous UV a 254 nm, se colorant en rose apres la révelation avec

une solution d’acide sulfurique et chauffage.

Son spectre de masse ESI-MS en mode positif (Figure 111.217) révele un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m/z = 459 [M+Na]*, correspondant a une masse moléculaire de 436 Da et une formule
brute de C21H24010.
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Trilobatine

Figure 111.216. Structure du composé Eg21
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Figure 111.217. Spectre de masse ESI-MS (en mode positif) du composé Eg21

Le spectre RMN *H réalisé dans CD3;OD (Figure 111.218) montre la présence d’un cycle
aromatique di-substitué en para représenté par deux signaux sous forme de doublet d’intégration 2H
chacun & 7,06 ppm (2H, d, 8,5 Hz, H-2 et H-6) et 6,51 ppm (2H, d, 8,5 Hz, H-3 et H-5). Le spectre 'H
révele aussi un singulet d’intégration 2H qui résonne a 6,11 ppm (H-3’ et H-5') caractéristique d’un
noyau aromatique symétrique tétra-substitué. Les carbones de ces protons sont identifiés a 1’aide de
I’expérience HSQC (Figure 111.219) a 6¢ 130,3 (C-2 et C-6), 116,1 (C-3 et C-5) et 96,4 (C-3' et C-5').
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Figure 111.219. Spectre HSQC du composé Eg21

Un signal d’un proton anomérique est observé sur le spectre *H a 4,95 ppm (1H, d, 7,3 Hz,
H-1"), les autres protons du sucre sont facilement attribuables avec le spectre COSY (Figure 111.220) a
onH 3,43 (1H, t, 9,0 Hz, H-2"), 3,48 (1H, t, 8,4 Hz, H-3"), 3,41 (1H, t, 9,1 Hz, H-4"), 3,46 (1H, m, H-5"),
3,93 (1H, dd, 12,1, 2,1 Hz, H-6"a) et 3,74 (1H, dd, 12,1, 5,4 Hz, H-6"b). L’hexose present dans la
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molécule est identifie comme S-D-glucose, vu les grandes constantes de couplage entre les protons H-
1"/H-2" et H-3"/H-4".

Deux signaux de groupement méthyléne résonnent a én 3,33 (2H, m, H-8) et 2,88 (2H, t, 8,1
Hz, H-7) correlant ensemble sur le spectre COSY. Leurs carbones C-8 et C-7 sont identifiés sur le
spectre HSQC a oc 31,2 et 14,6 respectivement.
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Figure 111.220. Spectre COSY du composé Eg21

A ce niveau, tout les signaux ont été attribués permettant de former quatre fragments
représentés par un cycle aromatique symétrique tetra-substitué (cycle B), un autre noyau aromatique

symétrique di-substitué en para (cycle A), un glucose et une chaine contenant deux CHo.

L’analyse combinée des spectres RMN *C et HMBC effectué dans CD3;OD (Figures 111.221 et
111.222) permet d’identifier le reste des carbones des deux cycles A et B. Les protons H-3 et H-5 du
cycle A corrélent avec un carbone aromatique non oxygéneé a oc 133,8 correspondant au carbone C-1,
ces protons ainsi que les protons H-2 et H-6 montrent une tache de corrélation avec un carbone

oxygéné a dc 156,5 attribuable au carbone C-4.
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Figure 111.221. Spectre RMN *3C du composé Eg21 (CD3;0D, 125 MHz)
HA"H-S"
! ) ; o Ry ’ H-3™ H-:: H-8
MA~IB~EG~56+F1-26~-§-600MH2 TRy HMBC \ i | /
i . / il
H-2 H-3 H-1 g ‘, H-7
H6 | HS | H.6"a HGS il l'l
L% , “. ) ) ‘ T “_" '_”__ e L. A l ______ ppm
2 — dﬂ-l"CJ ) H-8{C-7
40
o8 e @
N ] HCS |
A — - -
car =] - =
ey o5 | S 80
H-3'C-5' Hi2"/C-1"
1 ':: : 100
VJH6IC-S H3ICS Sy
e D © ;
-5 é 7'C ‘)1m
¢ » H8/C-1 | 702
cs 3, H43/C-1
c1 lﬁ 2@ Gg , 140
. H-7/C-1
‘H_. 2_© — 160
—H2C4 H3C4 Olj3cq = :
- H-1"/C4’
) 180
H-3'G9 H-8/C-9 H-7/C-9 200
co ® @ |
7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 3.0 ppm

Figure 111.222. Spectre HMBC du compose Eg21
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Les protons Ho-7 et H2-8 couplent avec le carbone C-1 du cycle A, tandis que, les protons Hz-7
correle avec les carbones C-2 et C-6 ce qui signifie que, le carbone C-1 est substitué par le groupement
méthyléne CH»-7, et I’autre méthyléne CH»-8 est attaché au premier afin d’avoir le fragment para-
éthylphénol (Figure 111.223).

Figure 111.223. Fragment para-ethylphénol du composé Eg21

Les deux protons H-3' et H-5' du cycle B révélent des taches de corrélation avec un carbone non

oxygéné a 106,8 ppm correspondant au carbone C-1, ainsi, une autre tache avec un carbone oxygéné a
165,0 ppm définie le carbone C-4'.

Ces deux protons (H-3' et H-5'), en plus des protons H-7 et H-8 montrent un couplage avec un
carbone dans la zone des cétones a 207,0 ppm indiquent la présence d’une cétone (C-9), et que cette
fonction relie le cycle B et le para-éthylphénol (Figure 111.224).

Figure 111.224. Fragment 1-(9-oxo-(2',4',6’-trihydroxyphenyl) propyl) 4-hydroxyphenyl du composé
Eg21

En arrivant a ce stade, il nous reste qu’a attacher le dernier fragment qui est le glucose. Pour
cela, on analyse les corrélations du proton anomérique afin de déterminer le carbone qui porte le sucre,

on remarque qu’il existe un couplage en 3J entre le proton anomérique et le carbone C-4' du cycle B.

Donc la structure finale du composé Eg21 sera élucidée comme le trilobatine. Notre travail
décrie la premiere purification de cette molécule a partir des especes du genre Euphorbia. Il détient des

capacités antioxydante et antiviral (Yin et al., 2018). Ainsi, il est obtenu a partir des espéces Malus
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domestica (Rosaceae) (Dugé de Bernonville et al., 2009), Lithocarpus polystachyus (Fagaceae) (Yang

et al., 2018) et Homalium stenophyllum (Salicaceae) (Wu et al., 2018).

Tableau 111.32. Déplacements chimiques en RMN *H et 3C du composé Eg21 dans CDsOD

Eg21
Position on, m, J dc | Position o, m, J dc

1 / 133,8 1" 4,95, 1H, d, 7,3 Hz 1011
2 7,06, 1H, d, 8,5 Hz 130,3 2" 3,43,1H,1,9,0 Hz 74,6
3 6,51, 1H, d, 8,5 Hz 116,1 3" 3,48, 1H,t,8,4 Hz 77,9
4 / 156,5 4" 341,1H,t,9,1 Hz 71,1
5 6,51, 1H, d, 8,5 Hz 116,1 5" 3,46, 1H, m 78,3
6 7,06, 1H, d, 8,5 Hz 130,3 6"a 3,93,1H,dd, 12,1,2,1 Hz 62,3
7 2,88,2H,t,8,1Hz 31,2 6"b 3,74,1H, dd, 12,1, 5,4 Hz

8 3,33, 2H, m 14,6

9 / 207,0

1 / 106,8

2 / 165,4

3 6,11, 1H, s 96,4

4’ / 165,0

S 6,11, 1H,s 96,4

6' / 165,4

111.2.22. Elucidation structurale du composé Eg22

Le composé Eg22 (Figure 111.225) est obtenu sous forme d’une poudre marron soluble dans le
méthanol. 1l présente une fluorescence sous la lumiére UV a 254 nm, ainsi, la révélation de sa CCM

avec 1’acide sulfurique et le chauffage montre une tache violée.

Deux pics d’ions pseudo-moléculaires sont observés sur le spectre de masse ESI-MS en mode
négatif (Figure 111.226) du composé Eg22 a m/z = 371 [M-H] et 417 [M+HCOO], indiquant une
masse moléculaire de 372 Da et une formule brute de C17H240s.
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Citrusine E 4

Figure 111.225. Structure du composé Eg22
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Figure 111.226. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg22

Le spectre RMN *H enregistré dans CD3OD (Figure 111.227) indique trois signaux de protons
aromatiques d’intégration 1H chacun, sous forme d’un grand doublet, un petit doublet et un doublet de
doublets correspodant aux protons localisés a o1 7,07 (1H, d, 8,2 Hz, H-6), 6,87 (1H, d, 1,8 Hz, H-3) et
6,75 (1H, dd, 8,2, 1,8 Hz, H-5) respectivement. Un doublet d’un proton anomérique a on 4,85, en plus
de cing signaux d’un sucre. Ces protons sont facilement attribuables sur le spectre COSY (Figure
111.228). La mésure des constantes de couplages de ce sucre atteste qu’il s’agit bien d’un glucose de

configuration f.

Deux signaux sous forme de singulet et d’intégration 3H chacun, résonant a on 3,85 et 3,64
indiquent la présence de deux groupements méthoxyles. Les derniers signaux du spectre H révélent la
présence de deux méthylenes a on 2,87 et 2,62 nommeés H-1' et H-2', ces protons couples sur le spectre
COSY.
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Figure 111.228. Spectre COSY du composé Eg22

Le spectre HSQC (Figure 111.229) permet la coordination entre les protons déja identifies et
leurs carbones.
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Figure 111.229. Spectre HSQC du composé Eg22

L’analyse des spectres RMN *C et HMBC (Figures 111.230 et 111.231) conduit & I’identification
du reste des carbones de la molécule. Commencant par les corrélations entre les protons H-3, H-5 et
H-6 du cycle aromatique et les carbones qui résonnent a ¢ 146,4, 150,7 et 137,0 assignés aux carbones
C-1, C-2 et C-4 respectivement. Les protons du groupement méthoxyle H-5" correle avec le carbone

C-2, ce qui permet de positionner ce méthoxyle en C-2.

Le couplage en J entre le proton anomérique H-1" et le carbone C-1 indique que le glucose est
porté sur le carbone C-1 du cycle aromatique. Les deux groupements methylénes Hz-1" et H-2'
montrent des taches de corrélation avec le carbone C-4, suggeérant que la chaine latérale est attachée au
noyau aromatique en position 4 du coté du méthylene CH2-1" vu que ses protons indiquent des

couplages en “Ju.n (allylique) avec les protons H-3 et H-5 sur le spectre COSY (Figure 111.228).

Sur le spectre RMN 3C (Figure 111.230), on remarque la présence d’un signal dans la zone des
esters a 6c 175,1 d’une fonction ester. Ce carbone C-3' montre trois taches de corrélation sur le spectre
HMBC avec les protons Hz-1' et H2-2'. Le carbonyle C-3’ présente également une tache de corrélation
avec les protons du groupement methoxyle (3,64 ppm) attribué au méthoxyle CHs-4'. Ceci permet

d’accrocher la fonction d’ester méthylique au carbone C-2' de la chaine linéaire.
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Figure 111.231. Spectre HMBC du composé Eg22
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Suite a cette analyse spectroscopique et la comparaison avec les données de la littérature
(Matsubara et al., 1991), le composé Eg22 est identifié comme la citrusine E (Figure 111.197). On note
ici que la citrusin E est trouvée pour la premier fois dans le genre Euphorbia, elle posséde une bonne
activité antiinflammatoire, et elle est isolé antérieurement a partir des deux plantes Nicandra

physaloides (Solanaceae) (Yang et al., 2017) et Citrus limon (Rutaceae) (Matsubara et al., 1991).

Tableau 111.33. Déplacements chimiques en RMN *H et 3C du composé Eg22 dans CDsOD

Eg22
Position o, M, J dc | Position oH, M, J dc

1 / 146,4 1" 4,85, 1H, d, 7,3 Hz 102,9
2 / 150,7 2" 3,48, 1H,t,9,1 Hz 74,9
3 6,87, 1H, d, 1,8 Hz 113,9 3" 3,45, 1H,t,9,2 Hz 77,8
4 / 137,0 4" 3,39, 1H, m 71,3
5 6,75,1H,dd, 8,2,1,8 Hz  121,8 5" 3,39, 1H,m 78,2
6 7,07,1H, d, 8,2 Hz 118,1 6"a 3,87, 1H, dl, 12,1 Hz 62,5
1 2,87,2H,t, 75 Hz 31,6 6"b 3,68, 1H, dd, 12,0, 4,7 Hz

2' 2,62,2H,t,75Hz 36,6

3 / 175,1

4' 3,64, 3H, s 52,1

5 3,85, 3H, s 56,6

111.2.23. Elucidation structurale du composé Eg23

Le composé Eg23 (Figure 111.232) a été isolé sous forme d’une poudre amorphe marron soluble
dans le méthanol. La CCM de ce produit montre une tache visible sous lumiére UV a 254 et 366 nm, se

révélant en coloration marron foncé par 1’acide sulfurique et chauffage.

Trois pics d’ions pseudo-moléeculaires a m/z = 325 [M-H]’, 651 [2M-H] et 673 [2M-2H+Na]
sont indiqués sur le spectre de masse ESI-MS (Figure 111.233) du produit Eg23, correspondant a une

masse moléculaire de 326 Da et une formule brute de C1sH150s.
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Figure 111.232. Structure du composé Eg23
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Figure 111.233. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg23

Le spectre RMN !H réalisé dans CDsOD (Figure 111.234) montre la présence d’un noyau

aromatique symétrique di-substitué en para représenté par les deux doublets d’intégration 2H chacun a
OH 7,65 (2H, d, 8,7 Hz, H-2 et H-6) et 7,06 (2H, d, 8,7 Hz, H-3 et H-5). Il révéle aussi deux autres
doublets d’intégration 1H chacun a 61 6,87 (1H, d, 12,8 Hz, H-7) et 5,86 (1H, d, 12,8 Hz, H-8). Ces

deux protons sont assignés a une double liaison, la valeur de la constante de couplage atteste une

configuration cis de la double liaison.

En outre, les signaux du sucre sont caractéristiques d’un S-D-glucose déja identifiés plusieurs

fois dans les composés précédents.
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Figure 111.234. Spectre RMN *H du composé Eg23 (CDsOD, 500 MHz)

L’analyse du spectre RMN 13C effectué dans CDsOD (Figure 111.235) permet d’assigner
facilement les carbones des protons identifiés. En plus, on remaque la présence d’un carbone dans la

zone des esters a 6¢ 170,0 assigner au carbone C-9.
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Figure 111.235. Spectre RMN 3C du composé Eg23 (CD3sOD, 125 MHz)

A T’issue de cette analyse spectroscopique et la comparaison avec les donnees de la littérature

(Fons et al., 1998), la structure du composé Eg23 (Figure 111.232.) est élucidée comme cis-p-
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coumaroyl-g-D-glucopyranoside ester. Ce composé issue de Jerusalem artichoke (Asteraceae) (Wang

et al., 2017) et de Black currant (Makila et al., 2016) présente une activité a-glucosidase modéré.

Tableau 111.34. Déplacements chimiques en RMN *H et 3C du composé Eg23 dans CDsOD

Eg23
Position on, m, J dc | Position o, M, J dc

1 / 130,5 1 4,95,1H,d, 7,5 Hz 101,9
2 7,65,1H, d, 8,7 Hz 132,9 2 3,47, 1H,m 74,9
3 7,06, 1H, d, 8,7 Hz 117,0 3 3,47, 1H, m 78,0
4 / 159,7 4' 3,40, 1H,t,9,3 Hz 71,3
5 7,06, 1H, d, 8,7 Hz 117,0 S 3,47, 1H,m 78,2
6 7,65,1H, d, 8,7 Hz 132,9 6'a 3,90,1H,dd, 11,9,22Hz 62,5
7 6,87, 1H, d, 12,8 Hz 143,2 6'b 3,70, 1H, dd, 12,0, 5,6 Hz

8 5,86, 1H, d, 12,8 Hz 119,2

9 / 170,0

111.2.24. Elucidation structurale du compose Eg24

Le produit Eg24 (Figure 111.236) est obtenu sous forme d’une poudre amorphe marron soluble
dans le méthanol. Ce produit montre une tache visible sous la lumiére UV a 254 nm sur sa CCM, qui se

révéle avec une couleur marron foncée lors de la révélation avec I’acide sulfurique et le chauffage.

Le spectre de masse ESI-MS en mode négatif (Figure 111.237) du métabolite secondaire Eg24
montre deux pics d’ions pseudo-moléculaires a m/z = 329 [M-H]" et 659 [2M-H]", soit une masse

moléculaire de 330 Da correspondant a une formule brute en C14H180o.

HO
3,5-dihydroxyacétophénone-4-O-4-D-glucopyranoside

Figure 111.236. Structure du compose Eg24
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Figure 111.237. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg24

On retrouve sur le spectre *H enregistré dans CD3zOD (Figure 111.238) un seul signal sous forme
de singulet d’intégration 2H dans la zone des aromatiques a 6,09 ppm attribué aux protons H-2 et H-6,
et qui révele la présence d’un noyau aromatique symétrique tétra-substitué. Un singulet d’intégration
3H est visualisé a 2,63 ppm attribuable a un méthyle lié a un carbonyle vu son déplacement chimique
déblindé.

En plus de ces signaux, le spectre *H exhibite des signaux caractéristiques du s-D-glucopyranoside.
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Figure 111.238. Spectre RMN *H du composé Eg24 (CDsOD, 500 MHz)

En outre, le spectre RMN *3C J-modulé réalisé dans CD3OD (Figure 111.239) indique les

carbone du cycle aromatique et du glucose, en plus, d’un carbone a dc 205,3 correspondant au
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carbonyle d’une fonction cétone. Ceci permet de lier le méthyle identifié précedemment a la cétone afin

d’¢élucider la structure du produit Eg24 (Figure 111.236) comme 3,5-dihydroxyacétophénone-4-O-4-D-

glucopyranoside, isolé pour la premiere fois du genre Euphorbia, et trouvé entérieurement dans la

plante Rhus javanica (Anacardiaceae) (Cho et al., 2013).
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Figure 111.239. Spectre RMN 3C J-modulé du composé Eg24 (CDsOD, 125 MHz)

Tableau 111.35. Déplacements chimiques en RMN *H et $3C du composé Eg24 dans CD3OD

Eg24
Position oH, M, J dc | Position dH, M, J dc

1 / 107,1 1 4,93,1H,d, 7,3 Hz 1011
2 6,09, 1H, s 96,3 2 3,43, 1H,t, 8,7 Hz 74,6
3 / 165,5 3’ 3,43, 1H, t, 8,6 Hz 77,9
4 / 165,2 4' 3,39, 1H,t,9,1 Hz 71,2
5 / 165,5 5 3,43, 1H,m 78,3
6 6,09, 1H, s 96,3 6a  3,92,1H,dd,12,1,2,1Hz 624
7 / 205,3 6'b 3,72,1H,dd, 12,1, 5,3 Hz

8 2,63, 3H, s 33,0
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111.2.25. Elucidation structurale du composé Eg25

Le produit Eg25 (Figure 111.240) est purifi¢ sous forme d’une poudre blanche soluble dans le
méthanol. 1l est visible sous la lumiére UV a 254 et 366 nm, et se colore en jaune foncé apres la

révélation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage.

L’expérience de masse ESI-MS en mode négatif permet I’enregistrement du spectre (Figure
[11.241) du produit Eg26 qui montre un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 367 [M-HJ,

correspondant a une masse moléculaire de 368 Da et une formule brute de C17H200s.

4-0-cafféoylquinate de méthyl

Figure 111.240. Structure du composé Eg25

IB_EG_75_F1_Q_c_2

Figure 111.241. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg25

L’analyse combinée des spectres RMN H et 13C effectués dans CDsOD (Figures 111.242 et
111.244) conduit a identifier le premier fragment de la molécule recherchée. Ce fragment est assigné au
groupement caffeate, représenté par trois signaux des protons H-2' (6n 7,07, 1H, d, 2,0 Hz), H-5’
(61 6,78, 1H, d, 8,2 Hz) et H-6" (6H 6,97, 1H, dd, 8,2, 2,0 Hz) dans la zone des aromatiques sur le

spectre RMN 'H caractéristiques d’un noyau aromatique tri-substitué en ortho et para. Ainsi des deux
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signaux résonant a on 7,64 (H-7") et 6,37 (H-8') sous forme de doublet chacun avec une constante de

couplage J = 15,9 Hz indiquant la présence d’un double liaison d’une géométrie trans.
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Figure 111.242. Spectre RMN *H du composé Eg25 (CDsOD, 500 MHz)

Le spectre RMN 3C montre un carbone d’ester a 5c 169,0 assigné au carbone C-9', du
groupement cafféeate (Figure 111.243).

Figure 111.243. Fragment cafféate du composé Eg25
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Figure 111.244. Spectre RMN *C du composé Eg25 (CDsOD, 125 MHz)
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Chapitre 2. Etude spectrale des composés isolés de Euphorbia gaditana Coss.

Un signal sous forme de doublet de doublets est repéré a o4 4,82 (1H, dd, 8,6, 3,0 Hz) assigné

au proton nommé H-4. Ce dernier montre des taches de corrélation sur le spectre COSY (Figures
111.245 et 111.246) avec deux protons a 4,29 (1H, m) et 4,25 ppm (1H, td, 9,2, 4,4 Hz) correspondant
aux deux protons H-3 et H-5 respectivement. Le proton H-3 couple sur COSY avec les deux protons
geminé H-2a et H-2b qui résonnent a 2,21 (1H, dd, 14,2, 3,3 Hz, H-2a) et 2,06 (1H, dd, 14,2, 2,3 Hz,

H-2b), tandis que le proton H-5 correle avec les deux protons H-6a et H-6b localisés a 61 2,16 (1H, dl,

13,5 Hz) et 2,02 (1H, m) respectivement. Un dernier signal d’un méthoxyle résonne a 3,75 ppm.
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Figure 111.245. Spectre COSY du composé Eg25
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Les carbones des protons assignés sont attribuables a 1’aide du spectre HSQC (Figure 111.247).
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Figure 111.247. Spectre HSQC du composé Eg25

Le spectre HMBC (Figures 111.248 et 111.249) révéle les corrélations entre les protons H-3 et
H-5 avec un carbone quaternaire déblindé a d¢c 76,4 correspondant au carbone C-1, ainsi, les protons
Ho-2 et Ho-6 couplent en 3J avec un carbone d’ester a 175,7 ppm attribuable au C-7. Les protons du
groupement méthoxyle observés a on 3,75 (3H, s) corrélent avec le méme carbone C-7, ce qui signifie

la présence d’ester méthylique de 1’acide quinique.
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Figure 111.248. Spectre HMBC du composé Eg25
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La tache de corrélation en HMBC entre le proton H-4 et le carbonyle C-9" permet de relier les

deux fragments identifiés.

Figure 111.249. Correlations HMBC du composé Eg25

A Dissue de cette analyse, la mésure du pouvoir rotatoire [a]o?® = -32,7° (c 0,02, MeOH) et la
comparaison avec la littérature, le produit Eg25 (Figure 111.240) a été identifié au 4-O-cafféoylquinate
de méthyl, isolé pour la premiere fois du genre Euphorbia. Il a été trouvé antérieurement dans 1’espéce

Viburnum cylindricum (Adoxaceae) (Zhu et al., 2005).

Tableau 111.36. Déplacements chimiques en RMN H et $3C du composé Eg25 dans CD3OD

Eg25
Position oH, M, J dc | Position dH, M, J dc

1 / 76,4 1 / 127,8
2a 2,21,1H,dd, 14,2,3,3Hz 384 2 7,07, 1H, d, 2,0 Hz 1151
2b 2,06, 1H, dd, 14,2,2,3Hz 384 3’ / 146,8
3 4,29, 1H, m 69,0 4' / 149,0
4 4,82,1H,dd, 8,6,3,0Hz 78,5 S 6,78, 1H, d, 8,2 Hz 116,5
5 4,25,1H, td, 9,2, 4,4 Hz 65,7 6’ 6,97, 1H, dd, 8,2, 2,0 Hz  123,0
6a 2,16, 1H, dl, 13,5 Hz 42,1 7 7,64, 1H, d, 15,9 Hz 147,2
6b 2,02, 1H, m 42,1 8’ 6,37, 1H, d, 15,9 Hz 115,3
7 / 175,7 o’ / 169,0
8 3,75,3H, s 53,0

111.2.26. Elucidation structurale du composé Eg26

Ce composé Eg26 (Figure 111.250) est isolé sous forme d’une poudre blanche amorphe soluble
dans le méthanol. Il est visible sous lumiere UV a 254 et 366 nm et il apparait sous forme d’une tache

jaune fonceé sur la CCM lors de la révélation avec ’acide sulfurique et chauffage.
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Le spectre de masse ESI-MS (Figure 111.251) de ce composé indigque un pic d’ion pseudo-
moléculaire @ m/z = 381 [M-H], soit une masse moléculaire de 382 Da et une formule brute de

C18H2209, suggerant une différence de +14 unités de masse par rapport au produit Eg25 (M = 368 Da)

4-O-feruloylquinate de méthyl

Figure 111.250. Structure du composé Eg26
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Figure 111.251. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg26

Il est & noter que les spectres RMN H et HMBC enregistré dans CDsOD (Figures 111.252 et
111.253) du produit Eg26 sont symilaires a ceux du composé Eg25 déja identifiés (Figures 111.242 et

111.248), avec I’apparition d’un signal du groupement méthoxyle a dn 3,90 attaché au carbone C-3'
(8¢ 149,4) comme montre le spectre HMBC.
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Figure 111.252. Spectre RMN *H du composé Eg26 (CDsOD, 500 MHz)
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Figure 111.253. Spectre HMBC du composé Eg26
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L’analyse des spectres RMN *C, COSY, HSQC et HMBC conduit a déterminer les
déplacement chimiques de tous les protons et carbones de ce compose. Ainsi la mésure du pouvoir
rotatoire [o]p?® = -29,1° (¢ 0,11, MeOH) et la comparaison des données RMN obtenus avec ceux de la
littérature (Li et al., 1998) permettent d’assigner au produit Eg26 la structure suivante 4-O-
feruloylquinate de méthyl. On mentionne I’isolement de ce composé pour la premiére fois du genre
Euphorbia. La littérature indique sa présence dans plusieurs espéces telles que Coptis japonica
(Ranunculaceae) (Kazuko et al., 1997), Stemona japonica (Stemonaceae) (Ge et al., 2007) et Toddalia
asiatica (Rutaceae) (Li et al., 2017).

Tableau 111.37. Déplacements chimiques en RMN H et $3C du composé Eg26 dans CD3OD

Eg26
Position o, M, J dc | Position oH, M, J dc
1 / 76,3 1 / 127,8
2a 2,21,1H,dd, 14,1,32Hz 384 2 7,22,1H,d, 1,8 Hz 111,7
2b 2,06, 1H, dd, 14,2, 2,2 Hz 3 / 149,4
3 4,25, 1H, m 65,7 4' / 150,6
4 4,83,1H,dd, 8,7,3,0Hz 78,5 S 6,82, 1H, d, 8,2 Hz 116,5
5 4,30, 1H, td, 9,1, 4,3 Hz 68,9 6’ 7,09,1H,dd, 8,2,1,8Hz 124,1
6a 2,16, 1H, dl, 13,5 Hz 42,1 7 7,70, 1H, d, 159 Hz 147,0
6b 2,05, 1H, m 8’ 6,47, 1H, d, 15,9 Hz 115,7
7 / 175,7 o / 168,9
8 3,75,3H, s 52,9 3" 3,90, 3H, s 56,4

111.2.27. Elucidation structurale du composé Eg27

Le produit Eg27 (Figure 111.254) est purifié¢ sous forme d’une poudre blanche soluble dans le
méthanol. Ce composé est visible sous UV a 254 nm, et donne une tache jaune foncé sur sa CCM apres

une révélation avec une solution d’acide sulfurique et chauffage.

Le spectre de masse ESI-MS (Figure 111.255) en mode négatif du composé Eg27 montre un pic
d’ion pseudo-moléculaire @ m/z = 353 [M-H], avec une masse moléculaire de 354 Da et une formule
brute de C16H170s.
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Figure 111.254. Structure du composé Eg27
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Figure 111.255. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg27

On remarque sur le spectre RMN H réalisé dans CDsOD (Figure 111.256) que la partie de
I’acide quinique et un peu différente de celle du produit précédent Eg26. Le proton H-5 change son
déplacement chimique a 5,41 ppm. Tandis que le proton H-4 recule vers les champs forts a 3,81 ppm,
cela signifie que le fragment caffeate est accroché au carbone C-5 de I’acide quinique (Li et al., 1998 et
Forino et al., 2015).
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Figure 111.256. Spectre RMN *H du composé Eg27 (CDsOD, 500 MHz)
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Figure 111.257. Spectre RMN *C du composé Eg27 (CDsOD, 125 MHz)

L’examen des spectres RMN 1D et 2D de ce composé, la mésure du pouvoir rotatoire
[0]0?° = -38,9° (¢ 0,12, MeOH) et la comparaison avec les données de la littérature (Forino et al., 2015)
permettent d’établir la structure du métabolite secondaire EQ27 (Figure 111.254) a 1’acide
chlorogénique. Ce produit antioxydant est trés répandu dans la régne végétal, on site quelques especes
qui contiennent cette molécule comme Euphorbia tirucalli (Jahan et al., 2013), E. lathyris (Zhang et
al., 2017), E. gaillardotii et E. macroclada (Ertas et al., 2015) et Centella asiatica (Apiaceae) (Satake
etal., 2007).

Tableau 111.38. Déplacements chimiques en RMN H et $3C du composé Eg27 dans CDsOD

Eg27
Position oH, M, J dc | Position dH, M, J dc
1 / 75,9 1 / 127,9
2a 2,06, 1H, m 37,4 2 7,05,1H,d, 1,9 Hz 1151
2b 2,06, 1H, m 37,4 3 / 146,8
3 3,99, 1H, dd, 10,6,5,6 Hz 70,1 4’ / 149,4
4 3,81,1H,dd,55,28Hz 73,3 S 6,77,1H, d, 8,2 Hz 116,4
5 5,41, 1H, m 72,4 6’ 6,95, 1H,dd, 8,2, 1,9 Hz 1229
6a 2,06, 1H, m 37,4 7 7,58, 1H, d, 15,9 Hz 146,8
6b 1,91, 1H, dd, 14,0,5,7Hz 37,4 8’ 6,31, 1H, d, 15,9 Hz 115,7
7 / 182,2 9 / 168,8
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111.2.28. Elucidation structurale du composé Eg28

Ce produit Eg28 (Figure 111.258) est obtenu sous forme d’une poudre blanche visible sous UV a
254 et 366 nm et soluble dans le méthanol. Il donne une tache jaune foncé sur la CCM apres la

révélation avec 1’acide sulfurique et chauffage.

Le composé Eg28 montre sur son spectre de masse ESI-MS (Figure 111.259) un pic d’ion
pseudo-moléculaire a m/z = 381 [M-H], avec une masse moléculaire de 382 Da et une formule brute de
C18H2200.

5-O-feruloylquinate de méthyl

Figure 111.258. Structure du composé Eg28
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Figure 111.259. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg28

La comparaison des spectres RMN !H des composés Eg28 (Figure 111.260) et Eg27
(Figure 111.256) indique une similarité entre les résonances observés sur les deux spectres. Toutfois,
deux signaux supplémentaires d’intégration 3H chacun, sous forme de singulet chacun sont visualisés a
dn 3,37 et 3,90 (Figure 111.260) attribués a deux groupements méthoxyles O-CHz-8 et O-CH3-3". A
I’aide du spectre HMBC (Figure 111.261), on peut accrocher ces deux méthoxyles aux carbone C-7 et

C-3' respectivement.
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Figure 111.261. Spectre HMBC du composé Eg28

Les données spectrales de ce composé obtenues suite a I’analyse des spectres RMN 1D et 2D et
masse, la mesure du pouvoir rotatoire [a]o?® = -30,7° (c 0,12, MeOH) et la comparaison avec la
littérature (Menozzi Smarrito et al., 2008) conduisent a caractériser ce produit au 5-O-feruloylquinate
de méthyl, isolé pour la premiére fois du genre Euphorbia.
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La littérature signale la présence de cette molécule dans les plantes Coptis japonica
(Ranunculaceae) (Kazuko et al., 1997) et Toddalia asiatica (Rutaceae) (Li et al., 2017).

Tableau 111.39. Déplacements chimiques en RMN *H et 3C du composé Eg28 dans CDsOD

Eg28
Position on, m, J dc | Position o, M, J dc
1 / 75,3 1 / 127,9
2a 2,10, 1H, m 40,8 2 7,20,1H,d, 1,9 Hz 111,6
2b 2,01, 1H, dd, 13,5, 8,8 Hz 3 / 1494
3 4,12, 1H, td, 8,3, 3,8 Hz 68,6 4' / 150,5
4 3,69,1H,dd,7,8,33Hz 73,8 S 6,81, 1H, d, 8,2 Hz 116,4
5 5,37, 1H, m 72,6 6 7,08,1H,dd, 8,2,1,9Hz 124,0
6a 2,22,1H,dd, 14,3,39Hz 36,4 7 7,65, 1H, d, 15,9 Hz 146,7
6b 2,14, 1H, m 36,4 8’ 6,40, 1H, d, 15,9 Hz 116,1
7 / 176,4 9 / 168,8
8 3,73,3H,s 52,8 3" 3,90, 3H, s 56,4

111.2.29. Elucidation structurale du composé Eg29

Le produit Eg29 (Figure 111.262) est purifi¢ sous forme d’une poudre blanche soluble dans le
méthanol. Ce composé est visible sous la lumiére UV a 254 nm, sa tache apparait sur CCM d’une

couleur marron lors de la révélation avec I’acide sulfurique et le chauffage.

3,4,5-trihydroxyacétophénone
Figure 111.262. Structure du composé Eg29
Le produit Eg29 montre un singulet sur son spectre RMN *H enregistré dans CDsOD (Figure

111.263) a on 5,82 d’intégration 2H indiquant la présence d’un noyau aromatique symétrique tétra-

242




Partie I11. Résultats et discussion Chapitre 2. Etude spectrale des composés isolés de Euphorbia gaditana Coss.

substitué, un autre singulet a 61 2,51 d’intégration 3H correspondant aux protons d’un méthyle 1ié a un
carbonyle. Ce carbonyle résonne sur le spectre RMN ¥C J-modulé (Figure 111.264) a 5c 204,6

attribuable a une fonction cétone.

H-8
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2 1 ppm

Figure 111.263. Spectre RMN *H du composé Eg29 (CDs;OD, 500 MHz)
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Figure 111.264. Spectre RMN *C J-modulé du composé Eg29 (CDsOD, 125 MHz)

Donc, la structure du produit Eg29 (Figure 111.262) est élucidée comme 3,4,5-trihydroxyacétophénone

(Lietal., 2011).
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Tableau 111.40. Déplacements chimiques en RMN *H et *3C du composé Eg29 dans CD3sOD

Eg29
Position oH, m, J dc

1 / 130,1
2 5,82, 1H, s 95,6
3 / 166,4
4 / 165,9
5 / 166,4
6 582, 1H,s 95,6
7 / 204,6
8 2,51, 3H,s 32,8

111.2.30. Elucidation structurale du composé Eg30

Le produit Eg30 (Figure 111.265) est isolé sous forme d’une poudre marron soluble dans le
méthanol. 1l montre une tache visible sous UV a 254 nm, qui se colore en marron foncé apres la

révélation avec une solution d’acide sulfurique et chauffage.

Ethyl gallate

Figure 111.265. Structure du composé Eg30

Les spectres RMN *H et 13C réalisés dans CDsOD (Figures 111.266 et 111.267) exhibitent les
mémes signaux du noyau aromatique que ceux du composé Eg29 (Figures 111.263 et 111.264). En plus
deux signaux sont observés a 4,27 ppm (2H, g, 7,1 Hz, H»-1") et 1,34 ppm (3H, t, 7,1 Hz, Hs-2")
correspondant a un groupement éthyle. Le carbone du méthylene C-1' résonne a ¢ 61,7 ce qui signifie

qu’il est oxygéné, tandis que le carbone du méthyle C-2’ est détecté a 14,6 ppm.
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Le signal a 8¢ 168,5 visualisé sur le spectre RMN C atteste de la présence d’un carbone d’une
fonction ester.

'
4,20 415
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v V
H-2
H-
!

T 1 T T T T T Y T T 1 1 T T 1 T
9.0 ns 8.0 75 7.0 6.8 60 535 S0 45 4.0 38 3.0 25 20 1.8 1.0 0.5 Ppm

Figure 111.266. Spectre RMN *H du composé Eg30 (CDsOD, 500 MHz)
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Figure 111.267. Spectre RMN *C du composé Eg30 (CDsOD, 125 MHz)
Avec ces données RMN et la comparaison avec les données de la littérature (Chen et al., 2018),

le composé Eg30 (Figure 111.265) est identifié comme éthyl gallate. Ce produit est trouvé
antérieurement dans 1’espéce Euphorbia hirta (Mekam et al., 2019).
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Tableau I11.41. Déplacements chimiques en RMN *H et *3C du composé Eg30 dans CD3sOD

Eg30

Position oH, m, J dc
1 / 121,8
2 7,05, 1H, s 110,0
3 / 146,4
4 / 139,7
5 / 146,4
6 7,05, 1H, s 110,0
7 / 168,5
1 4,27,2H,q, 7,1 Hz 61,7
2 1,34,3H,t, 7,1 Hz 14,6

111.2.31. Elucidation structurale du composé Eg31

Le composé Eg31 (Figure 111.268) est obtenu sous forme d’une poudre marron claire soluble
dans le méthanol. Il présente une fluorescence sous la lumiere UV a 254 et 366 nm, ainsi, la révélation

de sa CCM avec ’acide sulfurique et le chauffage montre une tache marron foncé.

Acide E-p-coumarique

Figure 111.268. Structure du composé Eg31

Le spcetre RMN H effectué dans CDsOD (Figure 111.269) montre la présence de deux doublets
d’intégration 2H chacun a 61 7,45 (2H, d, 8,6 Hz, H-2 et H-6) et 6,81 (2H, d, 8,6 Hz, H-3 et H-5)
attestant de la présence d’un cycle aromatique symétrique di-substitué en para. Ainsi que deux autres
doublets d’intégration 1H a 84 7,60 (1H, d, 15,9 Hz, H-7) et 6,28 (1H, d, 15,9 Hz, H-8). La grande

constante de couplage est caractéristique d’une double liaison en forme trans.

On peut attribuer facilement les carbones de ces protons sur le spectre RMN 3C J-modulé

(Figure 111.270), le carbone qui résonne a 171,2 ppm est assigné a un carbone d’acide.
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Figure 111.270. Spectre RMN *C J-modulé du composé Eg31 (CDsOD, 125 MHz)

Aprés I’analyse des spectres RMN *H et 13C et la comparaison des données obtenues avec celles
de la littérature (Szeleszczuk et al., 2016), on déduit que le produit Eg31 est I’acide E-p-coumarique.

Ce composé a été trouvé antérieurement dans les especes Euphorbia hirta (Mekam et al., 2019), E.
gaillardotii et E. macroclada (Ertas et al., 2015).
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Tableau 111.42. Déplacements chimiques en RMN *H et *3C du composé Eg31 dans CD3sOD

Eg31
Position o, m, J dc
1 / 127,3
2 7,45,1H, d, 8,6 Hz 131,0
3 6,81, 1H, d, 8,6 Hz 116,8
4 / 161,1
5 6,81, 1H, d, 8,6 Hz 116,8
6 7,45, 1H, d, 8,6 Hz 131,0
7 7,60, 1H, d, 15,9 Hz 146,2
8 6,28, 1H, d, 15,9 Hz 115,6
9 / 171,2

111.2.32. Elucidation structurale du compose Eg32

Le composé Eg32 (Figure 111.271) a été isolé sous forme d’une poudre amorphe marron soluble
dans le méthanol. La CCM de ce produit indique une tache visible sous lumiere UV a 254 nm, se

révélant en marron foncé par I’acide sulfurique et chauffage.

Le produit Eg32 montre un pic d’ion pseudo-moléculaire sur le spectre de masse ESI-MS en
mode négatif (Figurlll.272) a m/z = 169 [M-H]", soit une masse moléculaire de 170 Da (C7HsOs).

Acide gallique

Figure 111.271. Structure du composé Eg32
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Figure 111.272. Spectre de masse ESI-MS (en mode négatif) du composé Eg32

Le spectre RMN !H enregistré dans CDsOD (Figure 111.273) indique un seul signal
d’intégration 2H dans la zone des protons aromatiques a dn 7,03 correspondant aux deux protons

aromatiques équivalents H-2 et H-6, ce qui nous indique que le noyau aromatique symétrique est tetra-
substitué.

. L) s o s Te s “

4 40 s s 5 20 15 10 as o

Figure 111.273. Spectre RMN *H du composé Eg32 (CDsOD, 500 MHz)

On remarque cing signaux sur le spectre RMN 3C J-modulé (Figure 111.274), se répartissant en
un pic a d¢ 110,2 correspondant aux carbones C-2 et C-6, un petit signal a éc 121,6 assigné au carbone

C-1, deux carbones oxygénés C-3 et C-5 a 146,7 ppm, un autre pic d’un carbone oxygéné C-4 a
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132,8 ppm, le dernier pic sort dans la zone des acides a 169,2 ppm montrant que le quatrieme

substituant est un acide C-7.
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Figure 111.274. Spectre RMN *C J-modulé du composé Eg32 (CDsOD, 125 MHz)

A cet effet, et avec la comparaison de ces données RMN avec celles de la littérature (Cho et al.,
2013), le produit Eg32 est identifié comme acide gallique. La littérature signale la présence de ce
métabolite dans plusieurs Euphorbia telles que E. tirucalli (Jahan et al., 2013), E. lathyris (Zhang et al.,
2017), E. gaillardotii et E. macroclada (Ertas et al., 2015).

Tableau 111.43. Déplacements chimiques en RMN H et $3C du composé Eg32 dans CD3OD

Eg32
Position on, m, J dc
1 / 121,6
2 7,03, 1H, s 110,2
3 / 146,7
4 / 132,8
5 / 146,7
6 7,03, 1H, s 110,2
7 / 169,2
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111.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux (TPT) des extraits ACOEt et n-BuOH de la plante Atractyllis
cancellata et des extraits EP, CHCIs, AcOEt et n-BuOH de I’espece Euphorbia gaditana a été
déterminée suivant la méthode décrite par Folin-Ciocalteu (Mller et al., 2010). Les valeurs ont été
calculées a partir de la droite d’étalonnage établie par I’acide gallique et les résultats sont exprimés en

milligramme equivalents d'acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait) (Tableau 111.44).

Tableau 111.44. Teneur en polyphénols totaux des plantes A. cancellata et E. gaditana

Extraits TPT (mg EAG*/q)
A. cancellata
AcOEt 455+0,13
n-BuOH 53,20+ 1,21
E. gaditana
EP 6,32+ 1,43
CHCls 29,39+1,98
AcOEt 189,87 +£1,32
n-BuOH 109,26 £ 1,43

XEquivalent d’acide gallique

Les extraits obtenus a partir de deux especes ont montré des différences dans leurs teneurs
totales en fonction de la polarité des solvants utilisés dans d’extraction. L’extrait n-BuOH (53,20 + 1,21
mg EAG/g) de la plante A. cancellata posséde une teneur en polyphénols plus élevée que I’extrait
AcOEt (4,55 £ 0,13 mg EAG/Qg). Ces resultats sont en accord avec les résultats obtenus dans I’étude
phytochimique. En effet, sept composés phénoliques ont été purifiés a partir de I’extrait de n-BuOH,
mais seulement quatre de 1’extarit ACOEL.

Les résultats de la teneur en polyphénols totaux de la plante E. gaditana ont révélé que ’extrait
AcOEt a la plus grande teneur en polyphénols (189,87 + 1,32 mg EAG/g) suivi par I’extrait n-BuOH
(109,26 + 1,43 mg EAG/Q). Les deux autres extraits (CHCI3z et EP) ont exhibé une faible teneur en
polyphénols (29,39 + 1,98 et 6,32 + 1,43 mg EAG/q) respectivement. En outre, la nature et le nombre
des produits isolés des extraits de 1’espece E. gaditana confirment ces résultats, ou dix-neuf

polyphénols ont été purifiés de I’extrait AcOEt, et douze autres de 1’extrait n-BuOH.

De nombreuses études réalisees antérieurement sur des espéeces du genre Euphorbia telles que

celles faites sur les especes E. dracunculoides (Majid et al., 2015) et E. heterophylla (Abbasi et al.,
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2013) supportent les résultats obtenus dans la présente étude, ou I’extraits acétate d’éthyle et 1’extrait
alcoolique sont riches en phytoconstituents de type polyphénols, et la teneur est plus élevée dans

I’extrait acétate d’éthyle par rapport a 1I’extrait alcoolique.

111.3.2. Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux (TFT) des extraits obtenus a partir des espéces A. cancellata et
E. gaditana a été déterminée suivant la méthode de trinitroaluminum (Topgu et al., 2007). Les résultats
du dosage sont exprimés en milligramme équivalents de la quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g
d’extrait) en utilisant la gamme d’étalonnage établie par la quercétine et les valeurs sont présentées

dans le tableau 111.45.

Tableau 111.45. Teneur en flavonoides des plantes A. cancellata et E. gaditana

Extraits TTF (mg EQY/g)

A. cancellata

AcOEt 8,72+ 1,08

n-BuOH 49,39 +£ 0,98
E. gaditana

EP 1,17 +£0,25

CHCIs 11,70+ 1,51

AcOEt 91,31 +1,35

n-BuOH 37,16 £ 2,40

Y Equivalent de guercetine

Les résultats de la teneur totale en flavonoides des extraits ACOEt et n-BuOH de la plante A.
cancellata ont révélé que 1’extrait AcOEt posséde une faible teneur en flavonoides (8,72 + 1,08 mg
EQ/Q) par rapport a celle de 1’extrait n-BuOH (49,39 + 0,98 mg EQ/g). En effet, plusieurs flavonoides

ont été détectés dans les deux extraits.

Concernant la teneur en flavonoides totaux des extraits de 1’espéce E. gaditana, on note que
I’extrait AcOEt a la plus grande teneur en flavonoides (91,31 £+ 1,35 mg EQ/g) suivi par les extraits
n-BuOH (37,16 + 2,40 mg EQ/g), CHCI3 (11,70 + 1,51 mg EQ/g) et EP (1,17 + 0,25 mg EQ/qg)
respectivement. Cela certifie 1’étude phytochimique réalisée sur les extraits AcOEt et n-BuOH, étant
donné que douze flavonoides ont été trouvés dans I’extrait AcOEt, par contre uniquement six

flavonoides ont ét¢ isolés a partir de 1’extrait n-BuOH.
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Ainsi, I’ordre de la teneur en flavonoides obtenus de ces deux extraits est comparable a celui
reporté dans les études sur les espéces Euphorbia dracunculoides (Majid et al., 2015) et E. heterophylla
(Abbasi et al., 2013).

111.3.3. Activités biologiques

Pour un but de valorisation des résultats chimiques des deux plantes étudiées, nous nous
sommes intéressés a une étude biologique des extraits organiques et des produits purifiés susceptibles
d’avoir un potentiel biologique, et qui sont obtenus en quantités suffisantes.

En se basant sur le fait que les polyphénols possedent une tres bonne activité antioxydante
(Rice-Evans et al., 1996 ; Apak et al., 2004 ; Al-qudah et al., 2014 ; Shalkami et al., 2018 ; Dong et al.,
2019), et en tenant compte que la majorité des métabolites secondaires isolés sont des composés
phénoliques, une étude de I’activité antioxydante a été réalisée sur les extraits organiques EP, AcOEt et
n-BuOH et quelques composés isolés de la plante A. cancellata en utilisant quatre méthodes différentes
a savoir D’activité antioxydante par le piégeage des radicaux libres DPPH et ABTS, le pouvoir
réducteur du fer (FRAP) et la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC). En outre, ces
extraits en plus des deux alcaloides Acl (pyrroloquinolone A) et Ac2 (4-methoxy-1-methyl-2-
quinolone) trouvés ont été testés pour leur capacité anticholinesterase, vu que les alcaloides de type
quinoléines présentent des effets inhibiteurs prometteurs de I’AChE et de la BChE de I’activité
anticholinesterase (Cabral et al., 2012 ; Konrath et al., 2013 ; Mermer et al., 2018 ; Mishra et al., 2019).

En seconde temps, les extraits AcOEt et n-BuOH de la plante E. gaditana ainsi que leurs
fractions ont subi une étude antioxydante bio-guidée par deux différentes méthodes DPPH et CUPRAC
; ensuite, les composes obtenus de la purification de ces extraits ont été aussi évalués pour leur pouvoir
antioxydant par les deux méthodes DPPH et CUPRAC. Par ailleurs, I’activité anti-tyrosinase a été
testée sur les mémes extraits organiques en plus des deux nouveaux composés isolés Egl
(3,5-dihydroxyacétophénone-4-O-(2'-galloyl)-f-D-glucopyranoside) et Eg2 (5-isopropyl-2-o0xo-3,6-
dihydropyrane-4-carboxylique).

111.3.3.1. Etude biologique de la plante A. cancellata

111.3.3.1.1. Activité antioxydante
111.3.3.1.1.a. Test DPPH

Le test DPPH- permet d’évaluer le pouvoir antioxydant de molécules pures ou d’extraits de
plantes dans un systeme modéle. 1l mesure la capacité d’un antioxydant a réduire le radical stable

DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) ayant une couleur violette en DPPH-H de couleur jaune péle,
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par le transfert d’un hydrogene. La réduction du DPPH- est facilement mesurable par
spectrophotométrie & une longueur d’onde de 517 nm. La réaction sera plus ou moins rapide selon la
nature et la quantité de I’antioxydant dans le milieu réactionnel.

Les résultats obtenus ont montré que 1’extrait n-BuOH (ICs0 60,55 * 2,18 pg/mL) présente une
activité antioxydante moyenne par rapport a celle des antioxydants standards 1’acide ascorbique et le
BHA (I1Cs50 13,94 + 2,81 et 5,73 £ 0,41 pg/mL) respectivement. Les deux extraits EP et ACOEt révelent
une faible activité antioxydante dont les valeurs d’ICso sont supérieures a la concentration 100 pg/mL
(Tableau 111.46).

Les cing composes testés Ac7 (quercétine-3-O-f-D-glucopyranoside), Ac8 (isoorientine), Acl10
(acide 4-O-cafféoyl-2-methyl-threonique), Acll (chlorogénate de méthyle) et Acl2 (acide 5-O-
cafféoylshikimique) ont indiqué une bonne activité vis-a-vis le radical DPPH, en particulier les deux
produits Ac8 et Acll qui ont révélé une activité puissante (ICso 8,16 + 0,27 et 18,81 + 0,17 | pg/mL)
respectivement, par rapport a I’acide ascorbique (ICso 13,94 + 2,81 ug/mL) et le BHA (ICso 5,73 + 0,41
pug/mL) comme standards. Tandis que, les deux métabolites secondaire Ac5 (tricine) et Ac9 (diosmine)
n’ont pas absorbé aux concentrations testées (Tableau 111.46).

Il est a noter que les produits testés obtenus a partir de I’extrait de n-BuOH avaient de bonnes
activités antioxydantes par rapport aux composés isolés de I’extrait AcOEt. Cela pourrait expliquer la
puissante activité antioxydante de I’extrait n-BuOH par rapport a celles des extraits AcOEt et EP.

Tableau 111.46. Test DPPH des extraits et produits isolés de la plante A. cancellata

Extraits / Produits Test DPPH ICso Extraits / Produits | Test DPPH ICso
(ng/mL) (ng/mL)
EP >100 Ac9 >100
AcOEt >100 Acl0 25,80 £ 0,39
n-BuOH 60,55 + 2,18 Acll 18,81 + 0,17
Ac5 >100 Acl?2 25,01 £ 0,55
Ac7 57,91 +1,83 BHA 573+0,41
Ac8 8,16 + 0,27 Acide ascorbique 13,94 + 2,81

Les valeurs ICsq sont définies comme la concentration de 50% d’inhibition, calculées par analyse de régression linéaire et
exprimées en moyenne + SD (n = 3).
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111.3.3.1.1.b. Test ABTS

La méthode de piégeage du radical ABTS est basée sur la neutralisation d’un radical-cation
(ABTS™) resultant de ’oxydation du chromophore synthétique 1’acide 2,2’-azino-bis-(3- éthylbenzo-

thiazoline-6-sulfonique). Cette réaction est suivie par spectrophotométrie a 734 nm.

Les résultats de I’activité antioxydant des extraits obtenus de I’espece A. cancellata ont dévoilé
des résultats similaires a ceux du test DPPH, ou on trouve que I’extrait n-BuOH présente une forte
activité antioxydante (ICso 36,58 & 2,41 pug/mL), tandis que les extraits EP et AcOEt n’ont pas absorbé

aux concentrations inferieurs a 100 ug/mL.

Les composés Ac8 (isoorientine) et Acll (chlorogénate de méthyle) issus de I’extrait n-BuOH
ont également montré une trés bonne activité contre le radical ABTS™ (ICs0 7,14 + 0,13 et 5,98 + 0,30
pug/mL) respectivement, par rapport a I’acide ascorbique (ICso 1,74 + 0,10 pg/mL) et le BHA (ICso
1,81 + 0,10 ug/mL). Alors que les produits Ac5 (tricine) et Ac7 (quercétine-3-O-4-D-glucopyranoside)
isolés de I’extrait AcOEt et les composés AclO (acide 4-O-cafféoyl-2-methyl-threonique) et Acl2
(acide 5-O-cafféoylshikimique) issus de 1’extrait n-BuOH ont montré une bonne activité antioxydante
(ICso 47,23 £ 2,44 ; 30,79 = 1,42 ; 14,81 £ 0,47 et 17,09 £ 0,64 pg/mL) respectivement (Tableau
111.47).

Tableau 111.47. Test ABTS des extraits et produits isolés de la plante A. cancellata

Extraits / Produits | Test ABTS ICso (ng/mL) Extraits / Produits | Test ABTS ICso
(ng/mL)
EP >100 Acl0 14,81 + 0,47
AcOEt >100 Acll 5,98 £ 0,30
n-BuOH 36,58 + 2,41 Acl2 17,09 + 0,64
Ac5 47,23 +£2,44 BHA 1,81+ 0,10
Ac7 30,79 +1,42 Acide ascorbique 1,74 £ 0,10
Ac8 7,14 + 0,13

Les valeurs d’ICsp sont définies comme la concentration de 50 % d’inhibition, calculées par analyse de régression linéaire et
exprimées en moyenne + SD (n = 3).
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111.3.3.1.1.c. Test du pouvoir réducteur de fer (PR)

L’activité antioxydante par réduction de fer permet d’évaluer le pouvoir antioxydant des
composés, en déterminant leurs capacités a réduire le fer ferrique (Fe*3) en fer ferreux (Fe*?). La
réaction est suivie spectrophotométriquement a 700 nm, dont le pouvoir antioxydant est proportionnelle

a la concentration des antioxydants dans I’échantillon testé.

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits et les produits testés posseédent une activité
antioxydante qui varie d’une maniére que la dose est dépendante a la concentration, et qui ont la
capacité de réduire le fer 11l en fer 1. Mais, cette activité est inférieure a I’acide ascorbique et le BHA

comme molécules de référence.

L’extrait n-BuOH (Aos 49,25 + 0,08 pg/mL) révéle une forte activité par rapport aux autres
extraits (EP et AcCOEt). Les composés Ac8 (isoorientine), Acl0 (acide 4-O-cafféoyl-2-methyl-
threonique), Acll (chlorogénate de méthyle) et Acl2 (acide 5-O-cafféoylshikimique) ont montré une
bonne capacité a réduire 1’ion ferrique (Aos 10,76 + 0,80 ; 27,45+ 1,16 ; 14,18 £ 0,25 et 19,83 + 0,60
pg/mL) respectivement, par rapport a 1’acide ascorbique (Aos 6,37 + 0,42 pug/mL) et le BHA (Aos 8,41
+ 0,67 pg/mL) (Tableau 111.48). Tandis que, les produits Ac5 (tricine), Ac7 (quercétine-3-O-f-D-
glucopyranoside) et Ac9 (diosmine) n’ont donné aucune valeur d’absorbance a une concentration
inférieure a 50 pg/mL.

Tableau I111.48. Pouvoir réducteur des extraits et produits isolés de la plante A. cancellata

Extraits/ | Test du pouvir réducteur de fer Extraits/ | Test du pouvir réducteur de fer
Produits Aos (ng/mL) Produits Aos (ng/mL)

EP >100 Ac9 >50

AcOEt >100 Acl0 2745+ 1,16

n-BuOH 49,25 + 0,08 Acll 14,18 £ 0,25

Ach >50 Acl2 19,83 + 0,60

Ac7 >50 BHA 8,41 + 0,67

Ac8 Acide 6,37 £0,42

10,76 + 0,80 _
ascorbique

Les valeurs Ags sont définies comme la concentration a I’absorbance A = 0.5, calculées par analyse de régression linéaire et
exprimées en moyenne + SD (n = 3).
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111.3.3.1.1.d. Test CUPRAC

La capacité antioxydante réductrice du cuivre est basée sur la réduction du Cu (1) en Cu () en
présence d’un antioxydant, ou 1’absorbance est enregistrée a la longueur d’onde maximale de 450 nm.

Les résultats de 1’activité antioxydante par CUPRAC montrent que I’extrait n-BuOH (Aos
36,59 £ 0,76 pug/mL) issu de la plante A. cancellata présente une forte activité par rapport aux extraits
AcOEt (Aos 148,56 + 0,28 pug/mL) et EP (Aos 194,17 + 2,36 ug/mL). En revanche, tous les produits
purs testés Ac5 (tricine), Ac7 (quercétine-3-O-4-D-glucopyranoside), Ac8 (isoorientine), Ac9
(diosmine), Acl10 (acide 4-O-cafféoyl-2-methyl-threonique), Acl1 (chlorogénate de méthyle) et Acl2
(acide 5-O-cafféoylshikimique) ont montré une excellente activité par rapport aux antioxydants
standards 1’acide ascorbique (Aos 12,43 + 0,09 pug/mL) et le BHA (Aos 3,64 = 0,19 pug/mL) (Tableau
111.49).

Tableau 111.49. Test CUPRAC des extraits et produits isolés de la plante A. cancellata

Extraits / Test CUPRAC Aos (ng/mL) Extraits / Test CUPRAC Aos
Produits Produits (ng/mL)
EP 194,17 + 2,36 Ac9 0,60 + 0,39
AcOEt 148,56 + 0,28 Acl0 0,71+ 0,60
n-BuOH 36,59 £ 0,76 Acll 0,70 £ 0,20
Acb5 0,58 + 0,23 Acl2 0,71+ 0,57
Ac7 0,73+0,48 BHA 3,64 £0,19
Ac8 Acide 12,43 + 0,09
0,73+0,35 _
ascorbique

Les valeurs Ags sont définies comme la concentration a I’absorbance A = 0.5, calculées par analyse de régression linéaire et
exprimées en moyenne + SD (n = 3).

111.3.3.1.2. Activité anticholinesterase
Les cholinestérases (ChE) jouent un r6le essentiel dans la régulation de la transmission
cholinergique. L’inhibition des ChE est considérée comme une cible thérapeutique émergente et utile

pour les troubles neurodégénératifs par la restauration des niveaux d’acétylcholine dans le cerveau (par

exemple la maladie d’Alzheimer) (Bensouici et al., 2016).
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Etant donné que les dérivés d’alcaloides de type quinoléine (comme la tacrine par exemple) ont
des effets inhibiteurs prometteurs de I’AChE et de la BChE (Cabral et al., 2012 ; Konrath et al., 2013 ;
Mermer et al., 2018 ; Mishra et al., 2019), le nouveau métabolite secondaire Acl (pyrroloquinolone A),
le produit Ac2 (4-méthoxy-1-methyl-2-quinolone) et les extraits organiques EP, AcOEt et n-BuOH
obtenus de la plante A. cancellata ont été évalués pour leur capacité inhibitrice de
I’acétylcholinestérase (AChE) et de la butyrylcholinesterase (BChE). La galantamine a été utilisée

comme controle positif (Tableau 111.50).

L’extrait n-BuOH présente une activité modérée contre I’AChE (ICso 48,58 + 0,26 pg/mL) et
une bonne activité inhibitrice de la BChE (ICsg 22,85 + 2,15 pg/mL), par contre les deux extraits EP et
AcOEt n’ont pas absorbé a une concentration inférieur a 200 pg/mL. La variation dans les résultats des
activités AChE et BChE entre les extraits de la méme espece pourrait s’expliquer par la différence de la
composition chimique notamment dans les polyphénols et les flavonoides connus pour leurs activités
anticholinestérasiques (Jabir et al., 2018). En effet, I’extrait n-BuOH montre une teneur elevée en

polyphénols et flavonoides comparativement aux extraits AcCOEt et EP.

Le nouveau composé Acl nommeé pyrrologuinolone A révele une activité inhibitrice de I’AChE
(ICs0 18,48 + 0,33 ug/mL) et de la BChE (9,66 + 0,16 ug/mL), plus élevée que celle du médicament
standard la galantamine (AChE ICsg 6,27 £ 1,15 et BChE 34,75 + 1,99 pg/mL). Tandis que, le produit
Ac2 (4-méthoxy-1-methyl-2-quinolone) présente une activité inhibitrice modérée de la BChE (ICso
37,49 £ 1,61 pg/mL). En comparant les structures des deux composés Acl et Ac2 partageant le méme
noyau quinoliéne, le produit Acl se distingue par un cycle pyrrole de plus que le composé Ac2. Le
cycle pyrrole ajouté au noyau de base quinoléine pourrait étre le motif responsable de 1’évolution de

I’activité anticholinesterase du produit Acl par rapport a son analogue Ac2.

Tableau I11.50. Activité anticholinesterase des extraits et produits isolés de la plante A. cancellata

Extraits / Produits AChE  1Cso (ng/mL) BChE  I1Cso (ng/mL)
EP >200 >200
AcOEt >200 >200
n-BuOH 48,58 + 0,26 22,85+ 2,15
Acl 18,48 + 0,33 9,66 + 0,16
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Ac2

>50 37,49 + 1,61

Galantamine

6,27 +1,15 34,75+ 1,99

Les valeurs I1Cso sont définies comme la concentration de 50% d’inhibition, calculées par analyse de régression linéaire et
exprimées en moyenne + SD (n = 3).

111.3.3.2. Etude biologique de la plante E. gaditana
Les extraits et les fractions obtenus de la plante E. gaditana ont fait I’objet d’un fractionnement

bio-guidé en testant I’activité antioxydante par deux méthodes DPPH et CUPRAC.

111.3.3.2.1. Activité antioxydante

111.3.3.2.1.a. Activité antioxydante des extraits et des fractions

La capacité antioxydante des extraits et des fractions récupérées a été évaluée a I’aide des méthodes
DPPH et CUPRAC (comme c¢’est une étude bio-guidée, les résultats des deux activités seront discutées

au méme temps) (Tableau I111.51).

Tableau I11.51. Tests DPPH et CUPRAC des extraits et fractions de la plante E. gaditana

Extraits / Test DPPH Test Extraits / Test DPPH | Test CUPRAC
Fractions ICso (ng/mL) | CUPRAC Fractions I1Cso Aos (ng/mL)
Aos (ng/mL) (ng/mL)

EP >200 >200 Fraction Bug0 | 5697+ 113| 107,89 + 1.45
CHCls >200 61,2 +0,35 FractionBugl | 5274073 | 12,68+ 044
AcOEt 828+088 | 644+1,09 Fraction Bug2 | 359+013 | 10,85+ 0,29

N-BuOH | 1123+066 | 1594+1,07 | | FractionBugs | g15+01 | 22,11+0,24
Fraction Acgl | 398+043 | 1338+0,78 | | FractionBugd | 409+02 | 21,40+0,12
Fraction Acg2 2.86 + 0,29 8,72 + 0,26 BHA 5,73+0,41 3,64+0,19
Fraction Acg3 Acide 13,94 £2,81 12,43 £ 0,09

478+044 | 11,68 +0,09 ascorbique
Fraction Acg4 | 3082 +257 | 5941+ 1,37

Les valeurs I1Csy sont définies comme la concentration de 50% d’inhibition, les valeurs Ags sont définies comme la
concentration a I’absorbance A = 0.5, calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en moyenne + SD (n = 3),
Acg : fraction de I’extrait ACOEt de la plante E. gaditana, Bug : fraction de 1’extrait n-BuOH de la plante E. gaditana.
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Les extraits ACOEt et n-BuOH ont été sélectionnés pour une étude chimique et biologique bio-
guidée, en raison de leur richesse en composés phénoliques et de leur capacité antioxydante
remarquables dans les tests DPPH (AcOEt ICso 8,28 + 0,88 et n-BuOH 11,23 * 0,66) et CUPRAC
(AcOEt Ags 6,44 + 1,09 et n-BuOH 15,94 + 1,07), en comparaison avec les antioxydants standards
I’acide ascorbique (DPPH ICsp 13,94 + 2,81, CUPRAC Aos 12,43 £ 0,09 pug/mL) et le BHA (DPPH
5,73 £ 0,41, CUPRAC 3,64 + 0,19 pg/mL). Le fractionnement de ces extraits et 1’évaluation de
I’activité antioxydante des fractions chromatographiques nous ont conduit a sé€lectionner les fractions
les plus intéressantes Acgl, Acg2, Acg3, Bugl, Bug2 et Bug3 selon leurs valeurs d’ICso et Aogs
(Tableau 111.51).

111.3.3.2.1.b. Activité antioxydante des composés isolés

Les fractions sélectionnées du fractionnement bio-guidé ont été soumises a une étude
phytochimique. A 1’issue des différentes opérations chromatographiques de séparation et de
purification 32 produits ont été isolés ; 31 parmi eux ont été testés pour leur capacité antioxydante par
les méthodes DPPH et CUPRAC.

Le nouveau composé Egl (3,5-dihydroxyacétophénone-4-O-(2'-galloyl)-A-D-glucopyranoside)
donne une excellente activité antioxydante dans les deux tests DPPH (ICso 3,25 £ 0,09) et CUPRAC
(Aos 7,09 £ 0,1 pug/mL) par rapport aux standards 1’acide ascorbique et le BHA (DPPH IC5013,94 £
2,81 et 5,73 £ 0,41 ; CUPRAC Ao512,43 + 0,09 et 3,64 + 0,19 ug/mL) respectivement. Par contre le
nouveau produit Eg2 (5-isopropyl-2-oxo0-3,6-dihydropyrane-4-carboxylique) n’a monté aucune activité
antioxydante vis-a-vis des deux tests. Bien que la majorité des composés isolés (Eg3-Eg31) aient

fourni une bonne a excellente activité antioxydante.

Le nombre et la variété de structure des flavonoides isolés nous aménent a étudier la relation
structure-activité. Le composé Eg3 qui représente une structure de la catéchine montre une excellente
activité antioxydante (DPPH 1Cs0 3,40 £ 0,06 ; CUPRAC Aos 4,20 + 0,42 pg/mL) mieux que celles des
molécules de références 1’acide ascorbique et le BHA (DPPH 1Cs013,94 + 2,81 et 5,73 = 0,41
CUPRAC Aos512,43 + 0,09 et 3,64 + 0,19 ug/mL) respectivement. Tandis que la quercetine (Eg4)
indique une valeur d’ICso inférieure a celle de la catéchine (Eg3), par conséquence une activité
antioxydante plus élevée (DPPH 1Cs0 0,89 + 0,13 ; CUPRAC Ao 2,20 + 0,26 pg/mL). A cet effet, on
remarque la similarité structurale au niveau des cycles A et B entre la catéchine (Eg3) et la quercétine
(Eg4), la différence se situe au niveau du cycle C de la catéchine, ou I’absence de systéme carbonyle
a,f insaturé, conjugué au cycle B diminue le pouvoir antioxydant, vu que ce systeme stabilise le radical

formé a partir des groupements hydroxyles du cycle B lors du piégeage des radicaux libres. En outre,
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I’ajout d’un troisieme groupement hydroxyle sur le cycle B réduit la capacité antioxydante des
composés, cela a été observé pour la quercétine (Eg4) et la myricetine (Eg5) (DPPH 1Cs0 3,0 + 0,14 ;
CUPRAC Ag56,32 + 0,07 ug/mL) (Silva et al., 2002 ; Wolfe et al., 2008).

D’autre part, le type de sucre li¢ au flavonoide en position C-3 affecte I’activité antioxydante.
En effet, la comparaison des résultats obtenus pour les flavonoides glycosylés Eg6 (quercétine-3-O-4-
D-glucoside), Eg7 (quercétine-3-O-a-L-arabinoside), Eg10 (quercétine-3-O-a-L-rhamnoside) et Egl4
(quercétine-3-O-p-D-glucuronide) (Tableau II1.52) nous a permis d’établir cet ordre d’efficacité des
substituants glycosylés : I’arabinose> glucose> rhamnose> acide glucuronique. Ceci est confirmé par la
comparaison des métabolites secondaires Eg9 (myricétine-3-O-a-L-arabinoside), Egll (myricétine-3-
O-a-L-rhamnoside) et Egl6 (myricétine-3-O-f-D-glucuronide). Ainsi, la comparaison des composés
Egl2 (6”-méthyl Egl5 (6"-méthyl
glucuronide) avec les composés Egl3 (kaempférol-3-O-4-D-glucuronide) et Eg16 (myricétine-3-O-4-

kaempfeérol-3-O-p-D-glucuronide) et myricétine-3-0-f-D-
D-glucuronide) atteste que 1’estérification de la fonction acide du sucre glucuronide réduit notablement

le pouvoir antioxydant du produit.

Par ailleurs, lors de la comparaison des composes Egl7 (quercétine-3-O-(2"-O-galloyl)-a-L-
rhamnoside) et Eg18 (quercétine-3-O-(3"-O-galloyl)-a-L-rhamnoside) avec le produit Egl0
Egl9 (myricétine-3-O-(2"-O-galloyl)-a-L-
le produit Egll

(quercétine-3-O-a-L-rhamnoside) ; et les composés
rhamnoside) et EQ20 (myricétine-3-O-(3"-O-galloyl)-a-L-rhamnoside) avec
(myricétine-3-0O-a-L-rhamnoside), on remarque que I’acylation des fonctions hydroxyles du rhamnose
par le groupement galloyl augmente I’activité antioxydante, et elle sera encore plus forte lorsque le
groupement galloyl est accroché au carbone C-3” du rhamnose que lorsqu’il est lié¢ au carbone C-2"

(Tableau 111.52).

Tableau 111.52. Tests DPPH et CUPRAC des produits isolés de la plante E. gaditana

Test DPPH Test Test DPPH Test
Produits ICs0 (ng/mL) | CUPRAC Produits 1Cs0 CUPRAC
Aos (ng/mL) (ng/mL) Aos (ng/mL)
Egl 3,25+ 0,09 7,09+0,1 Egl18 3,18+0,33 | 10,13 +0,89
Eg2 NA NA Eg19 2,8+0,58 10,64 + 0,36
Eg3 3,40 + 0,06 4,20 + 0,42 Eg20 251+0,23 | 10,30+0,78
Eg4 0,89 +£0,13 2,20+ 0,26 Eg21 19,49 +0,77 | 19,44+1,19
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Eg5 30014 | 6,32+0,07 Eg22 >200 83,84 % 1,54
Eg6 332£034 | 9,791,115 Eg23 | 153,708 | 7543+£0,38
Eg7 1,12+0,19 | 813%0,34 Eg24 98,726 | 1164%0,55
Eg8 31,34+ 1,11 | 72,98+ 1,29 Eg25 | 578+009 | 8210%0,67
Eg9 2,61£0,11 | 10,37%0,09 Eg26 | 30,84+123 | 40,32+133

Eg10 352+1,20 | 11,59+ 0,45 Eg27 823+02 | 10,43+0,68

Egll 287021 | 11,01%0,11 Eg28 | 17,99+ 1,11 | 13,040,28

Eg12 18,36 £0,76 | 21,38+ 0,72 Eg29 | 393+194 | 58305

Eg13 994086 | 1802%0,71 Eg30 | 1,01+0,07 | 225+0,15

Egl4 559+0,39 | 11,19+0,24 Eg31 >200 16,0 0,84

Egl5 86+038 | 12,77+0,35 BHA | 573£041 | 364019

Acide | 13,94+281 | 12,43%0,09

Egl6 812+0,12 | 11882039 | | oo pico

Eg17 334%027 | 1052+0,75

Les valeurs 1Csy sont définies comme la concentration de 50% d’inhibition, les valeurs Ags sont définies comme la
concentration a I’absorbance A = 0,5, calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en moyenne + SD (n = 3).

NA: non absorbé.
111.3.3.2.2. Activité anti-tyrosinase

L enzyme tyrosinase est principalement impliquée dans deux réactions distinctes de la synthése
de la mélanine ; d’une part, I’hydroxylation de I’acide aminé tyrosine (TYR) pour avoir le L-DOPA, et
d’autre part, I’oxydation du L-DOPA en dopaquinone. Cette dopaquinone subit plusieurs réactions
pour éventuellement former la mélanine. La mélanine est un pigment présent chez les animaux, les
plantes et chez 1’étre humain, soit au niveau de la peau ou les cheveux. Les pigments mélaniques
constituent pour la peau une protection naturelle contre les effets nocifs des rayons UV. Divers
dysfonctionnements de la mélanogenese dus aux agressions extérieures (UV), aux perturbations
hormonales ou au vieillissement entrainent I’apparition de taches d’hyperpigmentation particulierement
inesthétiques. Dans ces cas, I’utilisation d’agents de blanchiment chimique ou cosmétique peut étre

utile pour guérir ces troubles (Chang 2009 ; Seo et al., 2003).

Les produits qui possedent une activité anti-tyrosinase sont particuliérement visés par

I’industrie pharmaceutique afin d’¢laborer des crémes qui contrastent et préviennent les taches cutanées
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et le teint non homogene, en d’autres terme, le produit actif agit sur la tyrosinase en inhibant la
synthese de la mélanine.

L’activité anti-tyrosinase a également été évaluée pour les extraits, les fractions majeures et les
deux nouveaux composés Egl (3,5-dihydroxyacétophénone-4-O-(2'-galloyl)--D-glucopyranoside) et
Eg2 (5-isopropyl-2-ox0-3,6-dihydropyrane-4-carboxylique). Les extraits organiques EP, CHCIs,
AcOEt et n-BuOH ne montrent aucune activité & une concentration de 200 pg/mL. Tandis que, la
fraction mére (Acg2) des nouveaux produits Egl et Eg2 révéle une trés bonne activité anti-tyrosinase
(ICs0 35,39 £ 2,92 ug/mL) comparant aux autres fractions de I’extrait AcOEt. Les fractions Bug2 et
Bug3 issues de I’extrait n-BuOH ont aussi donné une tres bonne activité (ICsp 32,16 + 2,18 et 15,23 +
0,87 pg/mL) respectivement (Tableau I11.53).

Par ailleurs, les deux nouveaux métabolites secondaires Egl et Eg2 révélent une bonne activité,
en particulier le composé Eg2 (ICso 52,39 £ 0,69 pg/mL) par rapport au produit Egl (ICso 89,78 + 0,93
ug/mL) et I’acide kojique (standard) (1Csg 25,23 £ 0,78 pg/mL) (Tableau 111.53).

Tableau I11.53. Activité anti-tyrosinase des extraits, fractions et produits isolés de la plante E. gaditana

Extraits / Extraits /
Fractio-ns/ Activité anti-tyrosinase 1Cso Fractio-ns/ Activite anti-tyrosinase 1Cso
Produits (ng/mL) Produits (ng/mL)
EP >200 Fraction Bug0 >200
CHClIs >200 Fraction Bugl >200
AcOEt >200 Fraction Bug2 32,16 + 2,18
n-BuOH 200 Fraction Bug3 15,23 + 0,87
Fraction Acgl >200 Fraction Bug4 88,25 + 1,16
Fraction Acg2 3539 + 292 Egl 89,78 + 0,93
Fraction Acg3 >200 Eg2 52,39 + 0,69
Fraction Acg4 >200 Acide kojique 25,23 +0,78

Les valeurs ICsp sont définies comme la concentration de 50% d’inhibition, calculées par analyse de régression linéaire et
exprimées en moyenne + SD (n = 3).
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Conclusion générale

Ce manuscrit représente une étude phytochimique et biologique de deux plantes
médicinales Algériennes Atractylis cancellata L. de la famille Asteraceae, et Euphorbia gaditana Coss.
de la famille Euphorbiaceae utilisées en médecine traditionnelle locale. Cette investigation a permis
d’une part, d’isoler et d’identifier 49 métabolites secondaires a 1’état pur dont 3 présentent de nouvelles
structures, et d’autre part, les extraits, les fractions et la majorité des produits isolés ont été examinés
pour leur activité antioxydante. En plus, I’évaluation biologique de quelques molécules sélectionnées

pour leur pouvoir anticholinesterase et anti-tyrosinase a éte réalisée.

La séparation et la purification de ces molécules est réalisée a ’aide de différentes méthodes
chromatographiques CCM, CC, CF, HPLC analytique, préparative et semi-préparative. Tandis que leur
identification structurale est effectuée par les analyses combinées des données spectrales obtenues des
expériences spectroscopiques RMN 1D et 2D, la spectrométrie de masse HR-ESI-MS et ESI-MS, UV,
IR, la mesure du pouvoir rotatoire, I’hydrolyse acide et par la comparaison avec les données issues de

la littérature.

L’étude phytochimique faite sur les extraits EP, AcOEt et n-BuOH obtenus de la plante entiére
Atractylis cancellata L. a révélé la diversité structurale des métabolites secondaires constituant cette
plante. Cette étude a conduit a I’isolement et 1’identification de 17 composés naturels dont un présente
une nouvelle structure. Ces produits varient entre alcaloides, flavonoides, acides phénoliques et
triterpénes. On mentionne dans cette étude que les composés appartenant a la classe des alcaloides sont
isolés pour la premiere fois a partir du genre Atractylis. Par ailleurs, les acides phénoliques, les
flavonoides et les triterpenes ont été déja trouvés dans plusieurs espéces de ce genre telles que A. flava,

A. serratuloides, A. humilis et A. gummifera. En effet, les produits isolés sont présentés comme suit :

2 alcaloides avec une structure de base de quinolone, nommé pyrroloquinolone A (Acl) et
4-méthoxy-1-méthyl-2-quinolone (Ac2), dont le premier est un composé nouveau dans le regne

végétal.
- 7 flavonoides Ac3-Ac9 entre flavonoides simples ou glycosylés (mono ou di-saccharide).
- 4 acides phénoliques Ac10-Acl3, en général sont des dérivés de 1’acide cafféique.

- 4 triterpénes pentacyclique Acl4-Acl7.
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Cette étude chimique a été suivie par une étude biologique. En effet, les extraits organiques EP,
AcOEt et n-BuOH, ainsi que les produits Ac5 (tricine), Ac7 (quercétine-3-O-4-D-glucoside), Ac8
(isoorientine), Ac9 (diosmine), Acl0 (acide 4-O-cafféoyl-2-methyl-threonique), Acll (chlorogénate
de méthyle) et Acl2 (acide 5-O-cafféoylshikimique) ont fait 1’objet d’une étude de leurs capacités
antioxydantes avec quatre méthodes DPPH, ABTS, FRAP et CUPRAC. En plus, les extraits et les deux
alcaloides ont été examinés pour leur pouvoir anticholinesterase. Cela a révélé une bonne activité
antioxydante des produits Ac8, Acl0-Acl2 pour les quatre méthodes testées en général, ainsi un
excellent pouvoir anticholinesterase du nouvel alcaloide Acl (pyrroloquinolone A) (AChE ICso 18,48 +
0,33 et BChE 9,66 + 0,16 pg/mL) par rapport au standard utilisé la galantamine (AChE ICso 6,27 +
1,15 et BChE 34,75 + 1,99 pg/mL).

Dans un seconde temps, une investigation phytochimique bio-guidée a été réalisée sur les extraits
AcOEt et n-BuOH de la deuxieéme plante Euphorbia gaditana Coss. Elle a montré la richesse de cette
plante en métabolites secondaires bioactifs de type polyphenol, ceci a été parachevé par I’isolement et
la caractérisation de 32 composés a 1’état pur dont 2 sont nouveaux (flavonoides et phénols en général).
De nombreux produits appartenant a ces classes chimiques ont été antérieurement rencontrés dans
plusieurs espéces étudiées du genre Euphorbia par exemple E. bupleuroides, E. helioscopia, E.
atlantica, E. stracheyi, E. guyoniana, E. retusa, E. hirta ...etc. On mentionne aussi qu’il existe 13
composés parmi ceux qui sont isolés d’E. gaditana sont trouvés pour la premiere fois dans le genre

Euphorbia.
Les composés isolés et identifiés de I’espéce E. gaditana sont classés comme suit :

- 1 nouveau tannin de type hydrolysable Egl (3,5-dihydroxyacétophénone-4-O-(2'-galloyl)-f-D-

glucopyranoside).
- 1 nouveau a-pyrone Eg2 (5-isopropyl-2-oxo-3,6-dihydropyrane-4-carboxylique).
- 18 flavonoides de type flavonol Eg3-Eg20.
- 12 phénols Eg21-Eg32.

Une étude bio-guidée de ’activité antioxydante a été menée sur les extraits organiques EP,
CHCIs, AcOEt et n-BuOH de la plante E. gaditana, ensuite sur les fractions Acgl-Acg4 (issues de
I’extrait AcOEt), ainsi que les fractions Bug0-Bug4 (issues de ’extrait n-BuOH), et enfin sur les
produits isolés Egl-Eg31. Cela a démontré une bonne activité antioxydante de ces produits en général,

et surtout les composés Eg4 (quercétine), Eg7 (quercétine-3-O-a-L-arabinoside), Eg9 (myricétine-3-O-
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a-L-arabinoside), Egll (myricétine-3-O-a-L-rhamnoside), Egl4 (quercétine-3-O-p-D-glucuronide),
Eg20 (myricétine-3-0-(3"-O-galloyl)-a-L-rhamnoside), Eg25 (4-O-cafféoylquinate de méthyl) et Eg30
(éthyl gallate). Toutefois, les mémes fractions en plus des deux nouveaux produits Egl
(3,5-dihydroxyacétophénone-4-0-(2'-galloyl)-5-D-glucopyranoside) et Eg2 (5-isopropyl-2-0xo-3,6-
dihydropyrane-4-carboxylique) ont été examinés pour leurs pouvoir anti-tyrosinase, ce qui a révélé une
bonne activité du composé Eg2 (ICs0 52,39 + 0,69 pug/mL) par rapport a 1’acide kojique utilisé comme
un standard de comparaison (ICso 25,23 + 0,78 pg/mL).

Ensuite, en se basant sur les résultats obtenus de I’évaluation de I’activité antioxydante des
composés flavonoidiques obtenus (Eg3-Eg20), une étude de la relation structure-activité a été établie.
Ceci a permet de distinguer les positions ainsi la nature des substituants qui pourraient influencer le
pouvoir antioxydant des flavonoides de type flavonol. En effet, la comparaison a été portée sur les
substituants hydroxyles du noyau B (nombre et position), le type du sucre accroché en position C-3
(glucoside, arabinoside, rhamnoside, glucuronide et glucuronide-6-O-méthyl) et méme sur le

groupement galloyl attaché au rhamnoside (présence et position).

L’étude bibliographique exhaustive faite sur les plantes appartenant aux genres Atractylis et
Euphorbia ainsi que 1’ensemble des résultats obtenus a I’issue de 1’investigation phytochimique et
biologique des espéces A. cancellata et E. gaditana dévoilant clairement I’intérét de cette étude,

suggerent la formulation de quelques voies et perspectives de recherche a savoir :

- il serait souhaitable de réaliser d’autres tests biologiques sur les extraits et les composés isolés de la
plante A. cancellata telles que I’activité antibactérienne et antifongique en se basant particuliérement

sur son utilisation en médecine traditionnelle locale pour traiter les affections dermatologiques.

- Dans le but d’achever les travaux phytochimique et biologique sur 1’espéce E. gaditana, il serait
intéressant d’investiguer [’extrait éther de pétrole tout en cherchant notamment les composés
diterpéniques de type abiétane, jatrophane et tigliane doués d’activités biologiques prometteuses et
triterpéniques a squelette cycloartane, lanostane, euphane et tirucallane, vu que le genre Euphorbia est

caractérisé par ce type de métabolites secondaires considérés comme marqueurs chimiotaxonomiques.

- Une étude biologique sur les extraits et les produits isolés de 1’espece E. gaditana comme les tests
des activités anti-inflammatoire et antibactérienne vont certainement enrichir plus ce travail en matiere
de valorisation, étant donné que cette plante est utilisée en médecine traditionnelle pour diminuer les

douleurs rhumatismales et éliminer les verrues.
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- Une investigation phytochimique et biologique des racines de 1’espéce E. gaditana serait

envisageable afin de valoriser toutes les parties de cette plante médicinale.

- Il serait également préférable de continuer des travaux de recherche chimique et biologique sur
d’autres espeéces appartenant aux genres Atractylis et Euphorbia utilisées en médecine traditionnelles

afin de valoriser le savoir ancestral de nos guérisseurs en particulier, et la flore algérienne en général.
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Annexes

111.4. Composés isolé d’A. cancellata
111.4.1. Compose Acl

Pyrroloquinolone A

HN
\
(5-méthyl-4, 5-dihydro-1H-pyrrolo [3,2-c] quinolin-4-one) ANBNY,
ZO™N"40
Formule brute : C12H10N20 lsa
SM : HR-ESI (mode positif) m/z = 198,0791 [M]*
'H (600 MHz) et 3C (125 MHz) dans CD3sOD (Tableau I11.1, page 84).
111.4.2. Composé Ac2
4-methoxy-1-methyl-2-quinolone ok
6 A 13
Formule brute : C12H10N20 2
Nj 0]

Me

SM : ESI (mode positif) m/z = 189 [M]*

'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) dans CDsOD (Tableau I11.2, page 90).

111.4.3. Composé Ac3
Chrysine

Formule brute : C15H1004

SM : ESI (mode négatif) m/z = 253 [M-H]", 507 [2M-H]

'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) dans Acétone-ds (Tableau I11.3, page 92).

111.4.4. Compose Ac4

Apigénine
Formule brute : C1sH100s
SM : ESI (mode positif) m/z = 309 [M+K]*

'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) dans CD3sOD (Tableau 111.4, page 95).



111.4.5. Composé Ac5
Tricine

Formule brute : C17H1407

SM : ESI (mode positif) m/z = 331 [M+H]*

'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) dans CDsOD (Tableau I11.5, page 97).

111.4.6. Composé Ac6
Quercétine

Formule brute : C15H1007

SM : ESI (mode positif) m/z = 325 [M+Na]", 627 [2M+Na]*

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.6, page 100).

111.4.7. Composé Ac7
Quercétine-3-O-$-D-glucopyranoside
Formule brute : C21H20012

SM : ESI (mode positif) m/z = 487 [M+Na]*

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD3OD (Tableau 111.7, page 105). ¢

111.4.8. Composé Ac8
Isoorientine

Formule brute : C21H20011

SM : ESI (mode positif) m/z = 471 [M+Na]"

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD3OD (Tableau 111.8, page 111).



111.4.9. Composé Ac9

Diosmine

(0] 6"
6" 1"
o Q
Formule brute : C2sH32015 HOW 1&407 g
b T
6

SM : ESI (mode positif) m/z = 631 [M+Na]*

'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) dans CDsOD (Tableau 111.9, page 118).

111.4.10. Composé Acl10

Acide 4-O-cafféoyl-2-methyl-threonique o

Formule brute : C14H160s :ngmﬁOH
i

SM : ESI (mode positif) m/z = 335 [M+Na]*

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.10, page 123).

111.4.11. Composé Acll

Chlorogénate de méthyle

HO 4!
Formule brute : C21H20012 HoTa 7'_: 0
0 4
SM : ESI (mode positif) m/z = 391 [M+Na]*, 759 [2M+Na]* <l —Ton
H,CO on
IH (500 MHz) et 13C (125 MHz) dans CD30D (Tableau I11.11, page 129). o
111.4.12. Composé Acl2
Acide 5-O-caffeoylshikimique o+
Formule brute : C16H160s o 7'_98’ o
Y 4
SM : ESI (mode négatif) m/z = 335 [M-H] 7 25 [ on
H02(7Z ! OH

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD3sOD (Tableau 111.12, page 134).



111.4.17. Composé Acl3

Acide salicylique

1 7
Formule brute : C7HsO3 (:fLOH
2 0OH

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.13, page 136).

111.4.13. Compose Acl4
Lupéol

Formule brute : C3oHs500

111.4.14. Compose Acl5
Acide oléanolique

Formule brute : C3oH4g03

111.4.15. Composé Acl6
[-sitostérol

Formule brute : C29H500

111.4.16. Composé Acl7
p-sitostérol-3-O-p-D-glucopyranoside

Formule brute : C3sHegoOs




111.5. Composés isolé d’E. gaditana
111.5.1. Compose Egl

3,5-dihydroxyacétophénone-4-O-(2'-galloyl)-5-D-glucopyranoside

Formule brute : C21H2013 o) o,
SM : HR-ESI (mode positif) m/z = 505,0953 [M+Na]* oo N
'H (600 MHz) et *C (125 MHz) dans CD;OD (Tableau 111.14, page 146). > o "

111.5.2. Composé Eg2

5-isopropyl-2-oxo0-3,6-dihydropyrane-4-carboxylique

Formule brute : CoH1204

SM : HR-ESI (mode positif) m/z = 207,0628 [M+Na]*

'H (600 MHz) et *C (125 MHz) dans CD3sOD (Tableau I11.15, page 154).

111.5.3. Composé Eg3
(-) Catéchine

Formule brute : C15H1405

SM : ESI (mode positif) m/z = 313 [M+Na]*, 603 [2M+Na]*

'H (500 MHz) et 1*C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.16, page 159).

111.5.4. Composé Eg4
Quercétine

Formule brute : Ci15H1007

SM : ESI (mode positif) m/z = 325 [M+Na]", 627 [2M+Na]*

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD3OD (Tableau 111.6, page 100).



111.5.5. Composé Eg5
Myricétine

Formule brute : C15H1003

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.17, page 162).

111.5.6. Composé Eg6
Quercétine-3-0O-4-D-glucopyranoside
Formule brute : C21H19012

SM : ESI (mode négatif) m/z = 463 [M-H]

'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) dans CDsOD (Tableau I11.7, page 105).

111.5.7. Composé Eg7
Quercétine-3-O-a-L-arabinopyranoside
Formule brute : C2H18011

SM : ESI (mode positif) m/z = 457 [M+Na]"

'H (500 MHz) et 1*C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.18, page 168).

111.5.8. Composé Eg8
Kaempférol-3-O-a-L-arabinopyranoside
Formule brute : C20H18010

SM : ESI (mode négatif) m/z = 417 [M-H]

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.19, page 171).




111.5.9. Composé Eg9
Myricétine-3-O-a-L-arabinopyranoside
Formule brute : CoH18012

SM : ESI (mode positif) m/z = 473 [M+Na]*

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD3sOD (Tableau 111.20, page 174).

111.5.10. Composé Eg10
Quercétine-3-0O-a-L-rhamnopyranoside
Formule brute : C21H20011

SM : ESI (mode positif) m/z = 471 [M+Na]"

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.21, page 179).

111.5.11. Composé Egl1l
Myricétine-3-O-a-L-rhamnopyranoside
Formule brute : C21H20011

SM : ESI (mode positif) m/z = 487 [M+Na]*

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CDsOD (Tableau 111.22, page 182).

111.5.12. Composé Eg12
6"-méthyl kaempferol-3-O-4-D-glucuronide
Formule brute : C22H20012

SM : ESI (mode positif) m/z = 499 [M+Na]*

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CDsOD (Tableau 111.23, page 186).




111.5.13. Composé Eg13
Kaempférol-3-O-p-D-glucuronide
Formule brute : C21H18012

SM : ESI (mode négatif) m/z = 461 [M-H]

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD3s0OD (Tableau I11.24, page 189).

111.5.14. Composé Egl4
Quercétine-3-0O-p-D-glucuronide
Formule brute : C21H18013

SM : ESI (mode négatif) m/z = 477 [M-H]

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.25, page 192).

111.5.15. Composé Eg15
6”-méthyl myricétine-3-O-f-D-glucuronide
Formule brute : C22H20014

SM : ESI (mode négatif) m/z = 507 [M-H]

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CDsOD (Tableau 11.26, page 195).

111.5.16. Composé Egl6
Myricétine-3-O-4-D-glucuronide
Formule brute : C21H18014

SM : ESI (mode négatif) m/z = 493 [M-H]

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD3sOD (Tableau 111.27, page 198).




111.5.17. Composé Egl7
Quercétine-3-0-(2"-O-galloyl)-a-L-rhamnopyranoside
Formule brute : C2sH24015

SM : ESI (mode positif) m/z = 623 [M+Na]*

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD3sOD (Tableau 111.28, page 203).

111.5.18. Composé Eg18
Quercétine-3-0-(3"-O-galloyl)-a-L-rhamnopyranoside
Formule brute : C2sH24015

SM : ESI (mode négatif) m/z = 599 [M-H]

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.29, page 206).

111.5.19. Composé Eg19
Myricétine-3-0-(2"-O-galloyl)-a-L-rhamnopyranoside
Formule brute : C2sH24016

SM : ESI (mode négatif) m/z = 615 [M-H]

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CDsOD (Tableau 111.30, page 209).

111.5.20. Composé Eg20
Myricétine-3-0-(3"-O-galloyl)-a-L-rhamnopyranoside
Formule brute : C2sH24016

SM : ESI (mode négatif) m/z = 615 [M-H]

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.31, page 213).




111.5.21. Composé Eg21

Trilobatine

¢ OH
<§§:q 0
Formule brute : C21H24010 o OH

SM : ESI (mode positif) m/z = 459 [M+Na]*

'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) dans CD3sOD (Tableau 111.32, page 219).

111.5.22. Composé Eg22

Citrusine E

Formule brute : C17H2409

SM : ESI (mode négatif) m/z = 371 [M-H]", 417 [M+HCOO]

'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.33, page 224).

111.5.23. Composé Eg23
Cis-p-coumaroyl-p-D-glucopyranoside ester

Formule brute : C15H180g

SM : ESI (mode négatif) m/z = 325 [M-H]’, 651 [2M-H]", 673 [2M-2H+Na]

'H (500 MHz) et 1*C (125 MHz) dans CD3OD (Tableau 111.34, page 227).

111.5.24. Composé Eg24
3,5-dihydroxyacétophénone-4-O-f4-D-glucopyranoside
Formule brute : C14H1809

SM : ESI (mode négatif) m/z = 329 [M-H]’, 659 [2M-H]

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD3OD (Tableau 111.35, page 229).

/
(6]
¢ ~OH 2
Hl? 0 0 1 v 1 O
OI-i 2 3 o
/
4
4+ OH
(6]
OH 1
AT
f
Hfjo OH
OH HO



111.5.25. Composé Eg25

4-O-caffeoylquinate de méthyl

OH, - : >—OH
Formule brute : C17H200g Meézcﬁo "‘ N

OH

OH
SM : ESI (mode négatif) m/z = 367 [M-H]
'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) dans CD3sOD (Tableau 111.36, page 234).
111.5.26. Composé Eg26
O T 1"
4-O-feruloylquinate de méthyl oA~ 7~ OH
Me%zcﬁ\o g = '

Formule brute : C1gH2209 on ’

SM : ESI (mode négatif) m/z = 381 [M-H]

'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.37, page 237).

111.5.27. Composé Eg27

Acide chlorogénique

Formule brute : C16H1709
SM : ESI (mode négatif) m/z = 353 [M-H] HO  on

'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) dans CDsOD (Tableau 111.38, page 239).

111.5.28. Composé Eg28
5-O-feruloylquinate de méthyl

Formule brute : C1gH2209 MeO,C

SM : ESI (mode négatif) m/z = 381 [M-H]

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CD3OD (Tableau 111.39, page 242).



111.5.29. Composé Eg29
3,4,5-trihydroxyacétophénone

Formule brute : CsHgO4

'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.40, page 244).

111.5.30. Compose Eg30
Ethyl gallate
Formule brute : CoH100s

SM : ESI (mode positif) m/z = 198,0791 [M]*

'H (500 MHz) et 1*C (125 MHz) dans CD3OD (Tableau 111.41, page 246).

111.5.31. Composé Eg31

Acide E-p-coumarique

Formule brute : CoHgO3 HO— ' om
SM : ESI (mode positif) m/z = 198,0791 [M]*

'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) dans CD30D (Tableau 111.42, page 248).

111.5.32. Composé Eg32
Acide gallique

Formule brute : C7HgOs5

SM : ESI (mode négatif) m/z = 169 [M-H]

'H (500 MHz) et *C (125 MHz) dans CDsOD (Tableau 111.43, page 250).
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2 M. I. BADAOUI ET AL.

1. Introduction

The Asteraceae family also called Compositae is the most diverse of all plant families,
and it is growing in the entire globe except for Antarctica, with 24,000-30,000 species
and 1600-1700 genera (Funk et al. 2005). The Atractylis genus belonging to this family
is widespread in the Mediterranean area, including 16 species in North Africa due to
its variable climate (arid, semi-arid, tropical and desert) (Chabani et al. 2013).

The Atractylis species are used in folk medicine against urinary retention, intestinal
parasites and snakebite poisoning, and for their anti-inflammatory and antipyretic
activities (Larrey and Pageaux 1995; El Rhaffari and Zaid 2002; Daniele et al. 2005;
Melakhessou et al. 2018). In 